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 Ph.D.thesis brief summary. 

We were characterizing a transgenic (tg) mouse model of Alzheimer´s Disease 

(AD). This model express two human proteins implicated in Familiar Alzheimer Disease 

(FAD):  the amyloid precursor protein (APP751) that harbors the mutations Swedish and 

London; and presenilin-1 harboring the M146L mutation.  

This work was principally focus on hippocampus, although some fractionation 

protocols and synaptosomes preparation required a relatively high quantity of fresh 

tissue and we used cortex. 

In this work, we have reported the existence of an age-dependent increase of 

extracellular soluble Aβ oligomers in these mice. Since soluble Aβ oligomeric species 

could constitute the  neurotoxic agent in AD (Haass and Selkoe, 2007), we have 

characterized the Aβ oligomers, present in our tg mice, using antibodies against Aβ 

conformational epitopes (Kayed et al., 2007; Lambert et al., 2007). Using 6E10 in  

immunoprecipitation and western-blot (WB) analysis of precipitates we identified the 

presence of Aβ oligomers in a wide range of molecular weight: 24; 47, 57, 90 and 96 

KDa. The calculated molecular weights were compatible with 6-, 10-, 12-, 20- and 22-

mer oligomers. These same oligomeric Abeta forms were also identified using a 

different PS1xAPP model (from Jackson) although at a much lower concentration. In 

this context, similar Aβ oligomers, nonamers and dodecamers, have been previously 

reported in AD brain tissue soluble extracts (Gong et al., 2003) and in Tg2576 mice 

(Lesné et al., 2006). 

We have previously demonstrated the active implication of these soluble 

oligomers in the activation of microglia towards a classic (cytotoxic) phenotype 

(Jimenez et al., 2008). In the present work, we investigated the possible role of these 

Aβ species as modulators of GSK-3β activation. In fact, our data demonstrated that 

these naturally secreted oligomers displayed a negative modulation on the prosurvival 

AKT-GSK-3β pathway. Using N2a cells, as an in vitro system, we demonstrated that 

soluble APPα and Aβ oligomers are able to modulate (positive and negative, 

respectively) the PI3K/Akt/GSK3β phosphorylation, through at least IGF1 and/or insulin 

receptors. Thus, we concluded that sAPPα in the soluble fractions stimulated whereas 

Aβ oligomers blocked the pro-survival signaling during the aging process in our 

PS1xAPP mice.  
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As a second objective, we investigated the age-dependent factors involved in 

the apparition and increase of these oligomeric species in our aged tg mice. In this 

sense, our first hypothesis was that the APP processing could be affected during aging 

in our PS1xAPP animals. In this way, if the amyloidogenic route was stimulated during 

aging, the increase in Aβ concentration could mediate the apparition of Aβ oligomers. 

For this reason, we studied the expression of APP and the protein accumulation of 

APP and APP C-terminal fragments (APP-CTFs). As expected, the expression of 

transgenic APP displayed no age-associated changes. However, we found a strong 

age-dependent accumulation of both APP and APP C-terminal fragments (CTFs). 

Interestingly, not only Aβ precursors but also PS1-CTF (part of gamma-secretase) and 

BACE-1 (beta-secretase) accumulated during aging in PS1xAPP animals. According 

with these data, we also found an increase in both β- and γ-secretase activities in aged 

animals. 

At this point, our results demonstrated that the secretase activities implicated in 

the production of β-amyloid were increased in aged PS1xAPP animals. However, the 

reasons underlying the accumulation of Aβ precursors were still unknown. Additional 

experiments designed to solubilize total membrane proteins in a battery of detergents 

(from soft to extreme conditions) demonstrated that APP, APP-CTFs, PS1-CTF and 

BACE-1 accumulated, almost exclusively, in a fraction relatively resistant to soft 

detergents. Interestingly, LC3-II, an autophagic vesicle marker, also accumulated in the 

same fraction, suggesting that all these insoluble proteins might be accumulated in 

autophagic vesicles (AVs). In this context, we thus investigated the possible AVs 

accumulation in our aged animals. In fact, we found an age-dependent increase of 

LC3-II in PS1xAPP animals. These results suggested a possible connection between 

the accumulation of APP and APP-CTFs with the autophagic route. These data were 

also corroborated by immunohistochemistry and electron microscopy.  

Taking into account that accumulation of vesicles has been previously 

described in our mouse model in dystrophic neurites surrounding amyloid plaques 

(Boutajangout et al., 2004), we speculated that deficiencies associated with the axonal 

transport might be implicated in accumulation of AVs. In fact, the kinessin-1 motor 

protein, the phosphorylation level of microtubule associated protein tau and the 

integrity of the non-phosphorylated neurofilament seemed to be affected. Our results 

showed that kinessin-1 heavy chain was partly degraded in aged PS1xAPP animals. 

Concomitantly, phospho-tau (AT8 and AT100 epitopes) was accumulated in dystrophic 

neurites. Finally, degradation of non-phosphorylated neurofilament was patent in aged 
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PS1xAPP animals, leading to an increase in phospho/non-phospho ratio that could be 

implicated in cytoskeleton abnormalities.  

As expected, the possible age-dependent axonal transport dysfunction was 

reflected by vesicle trafficking abnormalities in our PS1xAPP animals. In this sense, 

LC3-II was anomaly accumulated in synaptosomes (isolated synaptic terminals), 

coincident with a high accumulation of monomeric Aβ, in aged tg mice. In contrast, 

APP-CTFs were located preferentially in microsomes, suggesting that vesicles 

presented in different regions (soma and synapses) accumulated mainly precursors or 

β-amyloid respectively. Thus, these results strongly indicated the existence of vesicle 

trafficking problems associated to the age of PS1xAPP animals. In addition, these 

problems on transport apparently affected APP processing leading to the accumulation 

of monomeric Aβ in synaptosomes from aged tg mice.  

Co-localization of APP and APP-CTFs in accumulated AVs were supported by 

results obtained from microsomal vesicle fractionation in density gradients and specific 

protocols for AV isolation (Yang et al., 2009). Although accumulation of vesicles and 

altered axonal transport could explain the observed APP and APP-CTFs accumulation, 

we also speculate that additional deficiencies in lysosomal degradation might be 

implicated in these effects. In this sense, it has been reported the possible implication 

of PS1 mutations in impaired maturation of V0a1 subunit of the vacuolar proton pump 

in vitro (Lee et al., 2010; Neely et al., 2011). However, we have not observed such 

impaired maturation in our tg model. We only observed a decrease in total mature form 

of V0a1 in aged PS1xAPP mice, as compared with 6-month-old tgs. This result 

suggested that lisosomal degradation should be just less efficient in aged animals. 

Finally, the possible accumulation of oligomeric Aβ in synaptosomes was 

studied by immunoprecipitation assays. Our results clearly showed the presence of 

relatively high amount of monomeric Aβ in the isolated terminals, accompanied by a 

low concentration of Aβ oligomers. On the contrary, Aβ analyzed in the corresponding 

extracellular soluble fractions, from the same aged tg mice, only showed oligomers and 

not monomers. This discrepancy in the oligomers concentration (from synaptosomes to 

extracellular fractions) might reflect the different efficiencies of Aβ clearance 

mechanism to clear soluble Aβ from the extracellular space.     

In conclusion, results showed in this work let us hypothesize a possible 

intracellular origin for extracellular Aβ oligomers in our PS1xAPP mouse model. Indeed 

the age-related axonal transport deficiencies could induce the accumulation of AVs in 
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dystrophic neurites and synaptosomes in aged tg mice. These vesicles highly 

accumulated APP, APP-CTFs and possibly β-amyloid in an age-dependent manner. 

Finally accumulation of monomeric β-amyloid in synaptosomes was accompanied by 

apparition of a low concentration of Aβ oligomers that could be secreted to the 

extracellular space where accumulated. On the other hand, we cannot discard other 

possible origins for soluble Aβ oligomers, like “leaking” amyloid plaques.  
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1. Antecedentes 

La enfermedad de Alzheimer (AD) fue descrita en 1907 por el neuropatólogo y 

psiquiatra alemán Aloïs Alzheimer en el artículo titulado “Über eine eigenartige 

Erkrankung der Hirnrinde” (“Sobre una enfermedad peculiar de la corteza del 

cerebro”). El diagnostico se hizo en una paciente de 55 años (Auguste Deter) que 

murió tras sufrir durante cuatro años una pérdida progresiva de memoria, 

desorientación espacio-temporal, alucinaciones, paranoia, y trastornos de la conducta 

y del lenguaje. El análisis post-mortem de su cerebro reveló la presencia de depósitos 

extracelulares (placas) y marañas de fibras intracelulares (ovillos), lesiones 

histopatológicas que aún hoy se usan como principales marcadores de diagnóstico de 

esta enfermedad. Sin embargo, la denominación como enfermedad de Alzheimer tuvo 

lugar unos años después, en 1910, por el psiquiatra alemán Emil Kraepelin.  

La enfermedad de Alzheimer constituye hoy en día la forma de demencia más 

común en personas mayores de 65 años y una de las patologías neurodegenerativas 

más graves en este sector de la población. Los enfermos de AD sufren una pérdida 

progresiva de memoria y graves trastornos de la personalidad en las etapas iniciales 

de la patología, además de pérdida de la capacidad cognitiva (afasia, apraxia y 

agnosia), ansiedad, insomnio, paranoia y demencia en estadios más avanzados. 

Finalmente, acaban en estado vegetativo y postrados en cama durante los últimos 

meses, e incluso años, de su vida. En consecuencia, la AD es generalmente una 

enfermedad incapacitante para el paciente, que habitualmente requiere de ayuda 

familiar y/o servicios especializados muy costosos económicamente. 

Desde un punto de vista epidemiológico, la incidencia de AD esporádico es 

baja hasta los 60 años de edad (3-4% de la población), aumentando 

exponencialmente a partir de ese momento, lo que determina a la edad del paciente 

como el principal factor de riesgo para padecerla. En este sentido, más del 40%  de la 

población de 80 años presenta AD en alguno de sus grados (bajo, moderado, grave, 

profundo), y de hecho, unas 800.000 personas en nuestro país y unos 15 millones en 

el mundo sufren actualmente las consecuencias de esta enfermedad. Además, se 

calcula que alrededor de 100 millones de personas se encontrarán afectadas por esta 

patología en el mundo en el año 2050 (World Alzheimer Report 2009). En 

consecuencia, la alta incidencia del Alzheimer en individuos de edad avanzada, junto 

con el aumento progresivo de la expectativa de vida actual, el envejecimiento 

progresivo de la población en los países desarrollados y los altos costes afectivos y 
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sanitarios derivados de esta enfermedad, convierten a la enfermedad de Alzheimer en 

uno de los problemas socio-sanitarios más importantes del momento y del futuro 

próximo.  

Por otra parte, la etiología de esta enfermedad es aún desconocida y tampoco 

existe actualmente ningún tratamiento farmacológico efectivo para paliar las 

deficiencias neurológicas que se producen durante la evolución de la misma o, al 

menos para retrasar la aparición de sus síntomas. A este respecto, el tratamiento 

sintomático más frecuente consiste en inhibidores de la acetilcolinesterasa. Sin 

embargo, el uso de estos inhibidores sólo retrasa parcialmente las deficiencias 

cognitivas observadas en los pacientes. Además, sólo el 50% de estos enfermos 

responden al tratamiento, lo que significa que el sistema colinérgico no constituye la 

diana farmacológica óptima para combatir la sintomatología y/o la progresión de esta 

enfermedad. En este sentido, un tratamiento eficaz de esta patologías, o incluso de las 

deficiencias cognitivas del envejecimiento normal, debería evitar o retrasar la muerte 

neuronal progresiva que acontece en estos procesos. Simplemente un retraso en la 

aparición de la sintomatología asociada a estos procesos mejoraría significativamente, 

por un lado, la calidad de vida del paciente y, por otro, reduciría los costes sanitarios y 

asistenciales.  

2. Rasgos neuropatológicos de la Enfermedad de Alzheimer. 

Los principales cambios macroscópicos característicos del cerebro de los 

pacientes de Alzheimer incluyen una importante atrofia cortical, con adelgazamiento 

de las circunvoluciones, ensanchamiento de los surcos, engrosamiento de las 

meninges, dilatación de las cavidades ventriculares y disminución del peso y volumen 

cerebral. La atrofia afecta a los lóbulos temporales (más frecuentemente), frontales, 

parietales y occipitales. El patrón de atrofia más común es el difuso, seguido por una 

combinación de atrofia fronto-temporal, frontal o temporal aisladas y, en menor 

proporción, puede haber una afectación parieto-occipital.  

Estas características neuropatológicos de la AD se manifiestan sólo en 

determinadas áreas cerebrales vulnerables a esta patología, inicialmente en la corteza 

entorrinal, progresa hacia el hipocampo, y finalmente afecta a las áreas neocorticales 

(Braak and Braak, 1991). Cuando se diagnostica clínicamente la AD los cambios 

neocorticales son ya significativos, lo que supone un problema para la identificación de 

la enfermedad en estadios tempranos, cuando los cambios neuropatológicos están 
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limitados a las estructuras del lóbulo temporal medial. Las zonas afectadas por la AD 

están implicadas en los mecanismos de memoria y aprendizaje. Por el contrario, la 

corteza motora y sensorial no parecen estar alteradas, permaneciendo intactas las 

funciones en las que están implicadas incluso en los estadios más avanzados de la 

enfermedad. 

Por otra parte las lesiones microscópicas características de la AD son: la 

aparición de placas de β-amiloide y ovillos neurofibrilares, la disminución de la 

densidad sináptica y degeneración neuronal en las áreas cerebrales afectadas. 

2.1 Placas de β-amiloide (Aβ). 
Las placas de β-amiloide son agregados proteicos insolubles que se depositan 

a nivel extracelular y que están formados principalmente por el péptido Aβ (Glenner 

and Wong, 1984; Masters et al., 1985), aunque también pueden encontrarse en menor 

grado otras proteínas inflamatorias, séricas, proteasas, iones metálicos, etc (Atwood et 

al., 2002). El péptido Aβ contiene de 39-43 aminoácidos y deriva del procesamiento de 

la proteína precursora del β-amiloide (APP) (De Strooper, 2010). In vivo pueden 

encontrarse dos formas mayoritarias del péptido Aβ: Aβ40 que termina en el 

aminoácido Val40, y Aβ42 que tiene dos aminoácidos adicionales, Ile41 y Ala42, lo 

que le confiere mayor hidrofobicidad y capacidad de agregación (Wolfe, 2007). El 

péptido Aβ se deposita en el espacio extracelular del parénquima cerebral en forma de 

placas seniles, las cuales se subdividen en neuríticas y difusas, que se diferencian 

principalmente en la morfología compacta o difusa que presenten, y en la presencia o 

no de células gliales asociadas (Dickson and Vickers, 2001; Selkoe, 2001; Fiala, 

2007).  

Las placas neuríticas son depósitos extracelulares de aspecto filamentoso 

formados principalmente por fibrillas de Aβ42 y Aβ40. Asociadas a estas placas 

aparecen neuritas distróficas y células de microglía reactiva, mientras que la astroglía 

activada se localiza en la periferia. El tiempo de formación de este tipo de placas es 

desconocido, ya que pueden formarse gradualmente durante un largo periodo de 

tiempo, incluso años. Su tamaño oscila entre 10 y 120 μm, mientras que la densidad 

es muy variable. Algunos autores las subdividen en placas primitivas (esféricas y sin 

núcleo compacto) que aparecen en zonas cercanas a los axones y las sinapsis, y 

placas clásicas (núcleo amiloide denso, redondo y compacto y un halo alrededor) que 

se asocian espacialmente a los vasos sanguíneos. 



INTRODUCCIÓN 

- 10 - 

 

Las placas difusas son depósitos extracelulares no fibrilares, también 

denominados placas pre-amiloideas. Son zonas difusas o amorfas sin núcleo 

compacto, con poca o ninguna microglía y astroglía reactiva y no suelen presentar 

neuritas distróficas. Suelen aparecer en zonas cercanas a neuronas. Están 

compuestas por Aβ42 y un poco o nada de Aβ40. 

Los mecanismos subyacentes a la formación de los depósitos de Aβ son aún 

una incógnita, aunque se ha atribuido gran importancia a la hidrofobicidad y capacidad 

de agregación del péptido Aβ42 (Chen and Glabe, 2006). De hecho, tanto los 

enfermos de AD como la mayor parte de los modelos animales empleados en el 

estudio de esta patología presentan una razón Aβ42/40 aumentada y depósitos de Aβ 

con respecto a individuos sanos (Kuo et al., 1996; Duff et al., 1996; Wang et al., 2006).  

2.2  Ovillos neurofibrilares. 
Son agregados intracelulares, formados por filamentos helicoidales 

emparejados, en los que el componente mayoritario es la proteína tau hiperfosforilada 

(Goedert et al., 1992). A todas las enfermedades que presentan agregados 

intracelulares de tau se les denomina taupatías, y se diferencian en la composición y 

morfología de los filamentos y en su distribución regional dentro del cerebro. Tau es 

una proteína asociada a microtúbulos (MAP: microtubule associated protein), cuyo gen 

se encuentra localizado en el cromosoma 17. Su función es estabilizar los 

microtúbulos del citoesqueleto colaborando en la generación y el mantenimiento de las 

neuritas (Cleveland et al., 1977). Para formar los ovillos, tau se disocia de los 

microtúbulos, probablemente mediante hiperfosforilación y pasa de tener una 

localización axonal a somatodendrítica, lugar donde se ensambla en forma de pares 

de filamentos helicoidales que constituyen las unidades estructurales de los ovillos. 

Muchos investigadores sugieren que la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer es 

debida a una alteración en el citoesqueleto, y relacionan la muerte neuronal con la 

presencia de ovillos neurofibrilares. Al fosforilarse tau y disociarse de los microtúbulos 

se produciría una pérdida de función de los mismos, con lo que se generan fallos en el 

transporte axonal y muerte neuronal (Gotz, 2001; Spires-Jones et al., 2009). 

La aplicación de métodos estereológicos en cerebros con Alzheimer ha 

revelado que el número de neuronas perdidas excede al número de neuronas que 

contienen ovillos, indicando que la pérdida neuronal en la AD podría ser independiente 

de la formación de ovillos (Morishima-Kawashima and Ihara, 2002). De hecho, a pesar 

de las anormalidades en el citoesqueleto, las neuronas que contienen ovillos pueden 
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sobrevivir durante años, aunque la persistencia de estas neuronas, per sé, no es una 

prueba de su integridad funcional. En enfermos de Alzheimer existe un patrón de 

expansión de los ovillos, desde zonas temporales mediales en dirección al lóbulo 

temporal y, de ahí, al resto de la corteza cerebral (DeKosky, 2003). 

Hay dos tipos de quinasas que modifican a tau, las dirigidas y las no dirigidas 

por prolina (Morishima-Kawashima et al., 1995). Dentro del primer grupo, la enzima 

glucógeno sintasa kinasa 3 (GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3) y la quinasa 

dependiente de ciclina 5 (cdk5: cyclin-dependent kinase 5), también denominadas tau-

kinasa I y tau-kinasa II (Ishiguro et al., 1993), tienen un papel relevante en la 

fosforilación de tau. GSK-3 modifica residuos localizados en las regiones adyacentes 

al dominio de tau implicado en la unión a microtúbulos. Por otro lado, GSK-3 

interacciona con otras proteínas, como la presenilina 1 (PS1), que tienen un papel 

importante en la iniciación de la patología que se observa en la enfermedad (Anderton, 

1999; Ballatore et al., 2007). 

La proteína cdk5 también fosforila a tau, hecho que puede facilitar la posterior 

modificación de tau por GSK3. La fosforilación por cdk5 parece estar regulada por la 

proteína p35, que en la enfermedad de Alzheimer puede sufrir un procesamiento 

proteolítico que la desregula y la hace permanecer activa, consiguiendo así fosforilar 

aberrantemente a tau (Patrick et al., 1999). Es importante resaltar que mutaciones en 

la proteína tau no dan lugar a Alzheimer, sino a demencia frontotemporal, vinculada 

probablemente a otras demencias neurodegenerativas como degeneración 

corticobasal y parálisis supranuclear progresiva (Kar et al., 2005). 

2.3 Disminución de la densidad sináptica. 
Diferentes grupos de investigación, empleando técnicas convencionales 

ultraestructurales e inmunocitoquímicas, han demostrado que en la AD se produce una 

pérdida significativa de densidad sináptica en áreas neocorticales de asociación y en 

el hipocampo, concretamente en las capas III y V de la corteza de los lóbulos frontal, 

temporal y parietal, y en la capa granular del giro dentado (Scheff and Price, 2003). 

Esta disminución de la densidad sináptica es la característica patológica de la 

enfermedad que mejor correlaciona con el decline cognitivo de la misma. 

En este sentido, la plasticidad sináptica definida como la capacidad de formar 

una sinapsis, proporciona la base para los distintos tipos de memoria y aprendizaje. 

Dos tipos de plasticidad sináptica son la potenciación (LTP) y la depresión (LTD) a 
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largo plazo. La pérdida sináptica o su disfunción correlaciona con el grado de 

demencia, ya que la acumulación de Aβ está asociada con la pérdida de función 

sináptica y con la formación de neuritas distróficas y estos cambios sinápticos parecen 

tener un gran efecto sobre los procesos de memoria y aprendizaje.  

La toxicidad mediada por Aβ disminuye la excitabilidad neuronal porque 

provoca la internalización de receptores AMPA, lo que genera depresión sináptica y 

pérdida de espinas dendríticas, provocando la interrupción de la LTP, imprescindible 

en la plasticidad sináptica asociada con los procesos de memoria y aprendizaje (Small, 

2008). Por otro lado, también se ha propuesto que la forma de Aβ42 promueve la 

endocitosis de receptores NMDA, reduciendo su densidad en las sinapsis. Aβ42  

puede ser secretado en la hendidura sináptica y unirse a los receptores α7-nicotínicos, 

provocando la activación de calcineurina, lo que inicia una cascada de señalización 

que conlleva a la internalización de los receptores NMDA, disminución de su densidad 

en las sinapsis y de la transmisión glutamatérgica, y fallo en la plasticidad sináptica 

(Tanzi, 2005).  

2.4 Pérdida neuronal. 
Estudios neuropatológicos de cerebros de Alzheimer demuestran que en esta 

enfermedad existe una pérdida severa de neuronas a nivel de: 

Corteza entorrinal e hipocampo. En los casos preclínicos de la AD, en los 

que no existe demencia, aunque ya aparecen las primeras placas amiloides y ovillos 

neurofibrilares, la región CA1 del hipocampo y la corteza entorrinal no muestran una 

disminución significativa del número de neuronas (Giannakopoulos et al., 1998). Sin 

embargo, en la fase intermedia o moderada de la enfermedad, existe un 35% de 

pérdida neuronal en la corteza entorrinal, siendo un 50% en la capa II (Price et al., 

2001). En la fase avanzada, se ha cuantificado una reducción del 32% en la corteza 

entorrinal, un 57% en la capa II, mientras que las demás capas sufren una pérdida 

neuronal del 25% (Gomez-Isla et al., 1996), así como un 21% de reducción en el 

volumen de la corteza entorrinal. En la Capa CA1 del hipocampo se produce una 

pérdida de neuronas en estadios avanzados, en los que el 60% de neuronas de la 

capa piramidal de CA1 siguen estando presentes (West et al., 1994; Gunten et al., 

2006). 

Neuronas piramidales de las de las areas neocorticales de asociación. En 

los enfermos de AD se ha observado que existe un patrón de afección de la 
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enfermedad en distintas regiones de la corteza, viéndose afectada en primer lugar la 

corteza temporal, seguida de la frontal y, finalmente, disminuye la densidad neuronal 

en la corteza somatosensorial, de tal modo que en estadíos tempranos de la 

enfermedad existe una disminución del 15% de la materia gris de la corteza temporal y 

parietal de manera bilateral, mientras que regiones como la corteza motora o la 

sensorial primaria apenas se ven afectadas (<5%). Un año más tarde, las imágenes 

realizadas en el mismo individuo registraron que la corteza frontal pasaba de tener una 

pérdida neuronal del 6% a más del 15%, mientras las áreas motoras y sensoriales 

permanecían sin daños (Thompson et al., 2003). Por lo tanto, el lóbulo temporal es 

especialmente susceptible a la AD. La vulnerabilidad de estas áreas de asociación 

neocortical posiblemente se deba a la conexión funcional que tienen con las 

estructuras límbicas, zona de inicio de la patología.  

Finalmente, cabe destacarse que los daños neuronales y sinápticos se 

observan en el transcurso de la patología como una pérdida de materia gris cerebral 

en imágenes obtenidas mediante resonancia magnética. Este hecho ha permitido 

conocer el patrón que sigue la progresión de la enfermedad de Alzheimer mediante el 

análisis de las imágenes obtenidas en cerebros de pacientes en diferentes etapas de 

la enfermedad. De esta forma, se ha observado que la evolución de la enfermedad de 

Alzheimer tiene tres características principales (Thompson et al., 2003): 

• Se expande a través del cerebro con una secuencia temporal-frontal-

sensomotora. La perdida de materia gris se observa primero en las regiones 

temporal y parietal, siendo el hipocampo y la corteza entorrinal las zonas más 

tempranas y severamente afectadas. Más tarde, el déficit se expande a la 

corteza temporal y frontal, y finalmente, a cortezas sensomotora y visual. 

• El hemisferio cerebral izquierdo pierde sustancia gris más rápidamente que el 

derecho, consistente con una afectación más severa de este hemisferio en el 

Alzheimer. 

• Hay regiones cerebrales, como la corteza sensomotora, donde no aparece 

daño hasta muy avanzada la enfermedad 

 
3. Tipos de Alzheimer  

3.1 Alzheimer Familiar 
Este tipo de Alzheimer (presenil o de inicio temprano) se caracteriza por su 

aparición entre los 35 y 40 años de edad (Rosenberg, 2000), y es debido a una 
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transmisión de carácter autosómico dominante, constituyendo sólo el 5 % de los casos 

de Alzheimer. Aunque la forma familiar es mucho menos frecuente que la forma 

esporádica, ambas presentan las mismas marcas histopatológicas (placas seniles y 

ovillos neurofibrilares), lo que sugiere una patogénesis común (Gassen and Annaert 

2003). Hasta la fecha, se han identificado tres genes, cuyas mutaciones causan FAD 

(Alzheimer Familiar): el gen de la proteina precursora del β-amiloide (APP) localizado 

en el cromosoma 21, el gen de la presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y el gen de 

la presenilina 2 (PS2) situado en el cromosoma 1. 

3.1.1  Mutaciones en el gen de la proteína precursora amiloide. 
A mediado de los años 80 comenzaron los estudios sobre la proteína 

precursora del β-amiloide (APP), como determinante genético de AD, debido a la 

observación en individuos con Sindrome de Down de las características 

neuropatológicas de la enfermedad de Alzheimer en edades tempranas. Estos datos 

mostraron la implicación del cromosoma 21 en esta patología. Se pensó entonces que 

debido a la copia extra de un gen mapeado en el cromosoma 21, estos individuos 

desarrollaban el fenotipo tipo Alzheimer (Price and Sisodia, 1998). La secuenciación 

del gen de APP y el estudio para detectar mutaciones en individuos con la 

enfermedad, confirmaron que el gen de APP estaba asociado a esta patología. 

Las mutaciones encontradas en el gen de APP (actualmente se conocen 27 

mutaciones; una lista actualizada de mutaciones se puede encontrar en 

www.uia.ac.be/ADMutations) explican una pequeña proporción, en torno al 5% de los 

casos de Alzheimer familiar. La secuenciación del exón 17 del gen de APP permitió el 

descubrimiento de ciertas mutaciones en familias con un desarrollo temprano de AD 

(ver figura I1). 

La primera mutación encontrada afectaba a una familia britanica y resulta de la 

sustitución de una valina por una isoleucina en el codón 717 (mutación “London”). Se 

ha encontrado variables alélicas del codón 717, como sustitución de valina por 

fenilalanina, valina por leucina, o valina por glicina, pero la más frecuente es valina por 

isoleucina (Goate et al., 1991). También se descubrieron mutaciones en el codón 670 

y 671 en dos familias suecas con Alzheimer familiar, consistentes en un doble cambio 

de pares de bases, lisina y metionina son reemplazados por acido aspártico y leucina 

respectivamente (mutación “Swedish”), justo delante del extremo N-terminal de la 

secuencia aminoacídica correspondiente al peptido β-Amiloide (Mullan and Mullan M, 

1992). La mutación “Flemish”, situada en el codón 692, resulta de la sustitución de una 
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alanina por una glicina, y da lugar a un fenotipo mixto entre AD y una angiopatía 

congofílica (Hendriks L et al., 1992). 

 

El motivo por el cual estas mutaciones son tan importantes en la evolución de 

esta enfermedad, es por que alteran el metabolismo de APP, ya que muchas de ellas 

están localizadas cerca de los sitios de cortes de las enzimas secretasas que 

flanquean la secuencia del péptido β-Amiloide, como la mutación Swedish (APP 

670/671) que produce en cultivos celulares elevados niveles de Aβ soluble (Citron et 

al., 1992), o la mutación London (APP 717) que duplica la producción de las formas 

más insolubles y de mayor tamaño del péptido β-amiloide (ver más adelante) (Pype et 

al., 2003; De Jonghe et al., 2001). 

3.1.2  Mutaciones en los genes de la presenilina 1 y la presenilina 2. 
En el año 1992 se detectó un locus en el brazo largo del cromosoma 14 

relacionado con la AD que tiempo después se demostró que pertenecía a presenilina 1 

(PS1). Actualmente se cree que las mutaciones en los genes que codifican las 

presenilinas (PS1 y PS2) engloban aproximadamente el 95% de los casos de 

Alzheimer familiar (ver revisión de Tandon and Fraser, 2002). 

Las mutaciones en PS1 ocurren con frecuencia en residuos altamente 

conservados que afectan a los dominios transmembrana, así como también en las 

regiones de la proteína que conectan dichos dominios. Sin embargo, también se han 

encontrado mutaciones que producen cambios en el resto de la estructura de la 

proteína. Actualmente se conocen más de 150 mutaciones (ver figura I2). Una lista 

Figura I1. Secuencia de aminoácidos de la proteína APP, las mutaciones descritas en AD Familiar y 
sitios de procesamiento. La secuencia del Aβ está encuadrada en el rectángulo de color amarillo claro. El 
rectángulo celeste delimita el dominio transmembrana. Las flechas de arriba indican los puntos de corte de 
las secretasas, mientras que la flecha discontinua indica la zona de escisión que genera el péptido amiloide 
insoluble. Las mutaciones descritas en casos de AD familiar están destacadas en color. Modificado de Evin 
and Weidemann, 2002. 
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actualizada de las mismas se puede encontrar en www.uia.ac.be/ADMutations. Las 

mutaciones en PS1 son responsables del 70% de los casos de AD familiar, y son 

también por regla general las más agresivas en cuanto a un inicio precoz de los 

síntomas y a una evolución rápida (Tandon and Fraser, 2002; Rocchi et al., 2003). Por 

otro lado, la mayoría de las mutaciones en PS2 también se localizan en dominios 

transmembrana conservados entre las dos proteínas y suponen el 25% de los casos 

de AD familiar (actualmente hay 11 mutaciones que se puede encontrar en 

www.uia.ac.be/ADMutations).  

La función mas conocidas de las presenilinas es como centro activo del 

complejo γ-secretasa, implicado en el procesamiento de la APP y la generación de Aβ 

(ver más adelante). Actualmente se sabe que las mutaciones en presenilina alteran el 

procesamiento de APP (ver más adelante), llevando a un incremento en la razón 

Aβ42/40 (Duff et al., 1996; Xia et al., 1997; Wang et al., 2006; Bentahir et al., 2006), lo 

que podría dar lugar a una mayor formación oligómeros y formas fibrilares debido a 

que el péptido Aβ42 es más hidrofóbico y agrega con mayor facilidad (Chen and 

Glabe, 2006; Wolfe, 2007). Por otra parte, el complejo γ-secretasa es multifuncional y 

participa en el procesamiento de una gran cantidad de sustratos. En este sentido, 

resulta imposible saber cómo las mutaciones en presenilina podrían afectar al 

procesamiento de cada uno de ellos. Si bien, podemos especular que una alteración 

de otros sustratos como Notch podrían comprometer la supervivencia celular (De 

Strooper and Annaert, 2010). En conclusión, aunque pueden existir varios 

mecanismos por los que las mutaciones en PS1 podrían llevar a la patología de 

Alzheimer, actualmente esta cuestión es objeto de investigación (Sisodia and George-

Hyslop, 2002). 
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3.2 Alzheimer esporádico 
Este tipo de Alzheimer (senil o de inicio tardío), presenta una incidencia baja 

hasta los 60-65 años de edad, afectando a un 3 ó 4% de la población. A partir de esta 

edad, el porcentaje de incidencia se duplica cada 5 años, lo que supone que más de la 

mitad de la población de 80 años puede padecer esta enfermedad. En la forma 

esporádica de la enfermedad, el principal factor de riesgo no es el genético, ni los 

factores ambientales, que por sí solos no son suficientes para desencadenar la 

enfermedad. Por lo tanto, su aparición puede estar determinada por el polimorfismo 

existente entre los individuos, que pueden predisponer en mayor o menor grado al 

proceso neurodegenerativo. 

Por lo tanto, los genes implicados en el desarrollo de la enfermedad de 

Alzheimer pueden ser agentes causales de la misma y estar implicados en las etapas 

iniciales, como en los casos de Alzheimer familiar, o bien, ser un factor de 

predisposición para padecerla, estando más asociados a estadios tardíos y a la forma 

esporádica (Rocchi et al., 2003). 

 

 

Figura I2. Secuencia de aminoácidos de presenilina-1 no procesada (full-lenght), y mutaciones descritas 
en la AD Familiar. La proteína consta de 8 dominios transmembrana. Con un código de colores se indican las 
mutaciones presentes en el Alzheimer familiar. Adaptado de Tandon and Fraser 2002. 
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3.2.1 Gen de la proteína ApoE. 
El gen que codifica la proteína ApoE es el único que ha podido identificarse a 

través de análisis de genética molecular como una variante que constituye un factor de 

riesgo confirmado tanto para la AD de presentación tardía como para las formas más 

precoces de esta enfermedad degenerativa (Rocchi et al., 2003; Mahley et al., 2006). 

La proteína ApoE está implicada en el metabolismo lipídico, mantenimiento y 

remodelación neuronal, retirada de toxinas y en la reparación de tejidos. En el cerebro, 

los astrocitos y la microglía son las principales células productoras de ApoE (Poirier, 

2000). En este sentido, se han identificado tres formas polimórficas que aparecen 

comúnmente en la población de esta proteína llamadas ApoE2, ApoE3 y ApoE4, 

codificadas por las variantes o alelos del gen ApoE llamados ε2, ε3 y ε4. Los niveles 

de ApoE son elevados en enfermedades neurodegenerativas severas, como en la AD 

(Mahley et al., 2006). Esta proteína parece estar implicada en la formación de placas 

amiloides y agregados neurofibrilares, al interaccionar tanto con el péptido Aβ como 

con la proteína tau. De hecho, se ha demostrado que ApoE4 es capaz de modular el 

procesamiento de la proteína APP e incrementar la producción de Aβ (Ye et al., 2005).  

Además, ApoE4 puede actuar de forma independiente al péptido Aβ. Esta proteína 

puede ser procesada por proteasas en el medio ácido de lisosomas, generándose 

fragmentos tóxicos que afectan al funcionamiento mitocondrial (Mahley et al., 2006). 

Finalmente, también cabe destacarse que la ApoE4 es capaz de estimular la 

producción de prostaglandina E2, factor inflamatorio producido por la microglía, lo que 

también contribuye a la patogénesis de la AD (Shuang et al., 2005).  

3.2.2 Factores de riesgo no genéticos 
Otros factores no genéticos también guardan relación con la probabilidad de 

padecer esta patología.En este sentido, y como ya hemos comentado al principio de 

esta introducción, el envejecimiento es el principal factor de riesgo. La prevalencia del 

Alzheimer aumenta con la edad y se duplica cada 5 años entre los 65 y 85 años 

(Castellani et al., 2010). Actualmente, se piensa que esto podría ser debido al daño 

producido por los radicales libres del metabolismo celular (Mattson and Magnus, 

2006). De hecho, el estrés oxidativo per sé también es un factor de riesgo que posee 

implicaciones importantes en el inicio, progresión y patogénesis de la enfermedad de 

Alzheimer. Los radicales libres de oxigeno pueden contribuir a daños en la membrana, 

citoesqueleto y la muerte celular (Zhu et al., 2007).  
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Por otro lado, el género también es un factor de riesgo, dado que la mujer tiene 

un riesgo mayor que el hombre de padecer la enfermedad de Alzheimer (Reiman and 

Caselli, 1999), independientemente de su mayor longevidad. En este sentido, se han 

propuesto factores hormonales, ya que los estrógenos disminuyen la producción de Aβ 

en cultivos celulares (Turner, 2001). Además, se conoce que los estrógenos poseen 

un papel neuroprotector, por lo que su pérdida con la edad en la mujer podría 

incrementar las probabilidades de desarrollar la enfermedad (Maccioni et al., 2009). 

Actualmente, también se conoce que los problemas cardiovasculares como la 

hipertensión, la aterosclerosis, el infarto o la isquemia cerebral incrementan la 

probabilidad de desarrollar la AD. Las enfermedades cardiovasculares pueden 

desencadenar, además, demencia vascular, que es la segunda causa de demencia 

tras la AD. Recientemente, se ha descrito que las enfermedades cardiacas y los 

infartos aumentan el deterioro de las personas que padecen AD y que pueden 

contribuir al inicio de la enfermedad. En este sentido, no sólo las enfermedades 

cardiovasculares sino también otras como el síndrome de Down, la diabetes mellitus o 

los procesos inflamatorios pueden aumentar la probabilidad de padecer esta patología 

(Zhu et al., 2005; Ryoo et al., 2008; McGeer and McGeer, 2001). 

4. Procesamiento de la proteína APP y generación del péptido Aβ.  

La proteína precursora del β-amiloide (APP) comprende un grupo heterogéneo 

de proteínas pertenecientes a la familia de las glucoproteinas transmembrana del tipo 

I, que contiene una señal terminal peptídica, un gran ectodominio para N-

glicosilaciones, una región transmembrana y un pequeño dominio citoplasmático. Esta 

proteína se expresa en la mayor parte de los tipos celulares (Kang et al., 1987). Esta 

heterogeneidad es debida al ‘splicing’ alternativo que da lugar a tres isoformas de 695 

(APP695), 751 (APP751) y 770 (APP770) aminoácidos respectivamente. Las formas de 

APP que contienen 751 y 770 aminoácidos son ampliamente expresadas en células no 

neurales, mientras que los mayores niveles de APP neuronales corresponden a la 

isoforma 695 (Haass et al., 1991). La diferencia entre las isoformas 751/770 respecto a 

la isoforma 695 es la presencia de un exón que codifica una secuencia de 56 

aminoácidos homóloga a una proteasa inhibidora de serina de tipo Kunitz. 

Así mismo, la proteína APP es extensamente modificada por glucosilaciones 

(N- u O- glucosilaciones) complejas que ocurren justo después de sintetizarse la 

proteína APP en el retículo endoplasmático. Además, fosforilación y sulfatación tienen 
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lugar durante el tránsito hacia la membrana plasmática en la vía secretora (Walter et 

al., 1997). Durante la secreción e internalización a través de la vía secretora, APP 

puede sufrir diversas escisiones proteolíticas por tres proteasas llamadas α-, β-, γ-

secretasa. Dichas escisiones se agrupan en dos vías: la vía amiloidogénica y la vía 
no amiloidogénica. 

La primera actividad proteolítica descrita fue la denominada α-secretasa, la cual 

realiza una escisión en el APP695 dentro del dominio Aβ entre los residuos Lys687 y 

Leu688 (residuos aminoacídicos 16 y 17 de Aβ). Como consecuencia de este 

procesamiento proteolítico se libera el ectodominio N-terminal de APP (α-APPs) al 

espacio extracelular o al lumen vesicular, incluyendo los residuos aminoacídicos del 1 

al 16 del Aβ, mientras que queda anclado a la membrana una secuencia de 83 

residuos, correspondientes al extremo C-terminal (APP-C83) (ver figura I3.A). La 

producción de α-APPs se incrementa como respuesta al potencial de membrana y a la 

activación de los receptores muscarínicos, sugiriendo esto que la actividad neuronal 

incrementa el procesamiento proteolítico de APP por la α-secretasa. Las proteínas con 

actividad α-secretasa más implicadas probablemente en el procesamiento de APP por 

esta vía son miembros de la familia de las desintegrinas y metaloproteasas (ADAM). 

Parece ser que ADAM10 es el mejor candidato para α-secretasa, ya que su sobre-

expresión estimula de forma consecutiva la actividad de la proteína quinasa C y la 

secreción del ectodominio α-APP. Otros candidatos son TACE, proteasa que procesa 

TNFα (factor de necrosis tumoral-α) y otros miembros de la familia ADAM (ver 

revisiones (Maccioni et al., 2009; Selkoe, 2001; Morishima-Kawashima and Ihara, 

2002; Sisodia and George-Hyslop, 2002; Gassen and Annaert, 2003). 

La escisión por la γ-secretasa (ver más adelante) entre los residuos 

aminioacídicos 711 y 713, libera un péptido llamado p3 (Aβ17-40 y Aβ 17-42) al lumen 

extracelular o vesicular, y por otra parte el dominio intracelular de APP (AICD) al 

citosol celular. El fragmento citosólico de APP (AICD) forma parte de un complejo 

activo de transcripción junto con FE65 y TIP60. Este complejo se transloca al núcleo 

participando en la regulación de varios genes.  

Alternativamente, la molécula de APP puede sufrir una escisión diferente. La 

actividad β-secretasa, procesa APP entre los residuos aminoacidicos Met671 y 

Asp672, originándose un ectodominio N-terminal soluble denominado β-APPs,  

ligeramente más pequeño que sAPP-α. en tanto que la secuencia anclada en la 

membrana, en este caso, es de mayor tamaño. Concretamente, este péptido contiene 
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99 residuos aminoacídicos (APP-C99). La actividad β-secretasa se atribuye a la 

proteína conocida como BACE 1 (β-site APP cleaving enzime 1), que es la principal, 

sino la única, proteína con esta actividad en cerebro (Vassar et al., 2009). 

Posteriormente, la secuencia anclada a la membrana es sustrato para la γ-secretasa, 

que realiza una escisión proteolítica dentro del dominio transmembrana a nivel de los 

residuos aminoacídicos 711-713, dando lugar a un péptido β-amiloide de 48-49 

residuos y al dominio intracelular del APP (AICD) (figura I3.A). Este péptido de 48 o 49 

aminoácidos es generado por el procesamiento-ε propio del complejo γ-secretasa. A 

su vez, estos péptidos dan lugar a los de 42 o 40 aminoácidos respectivamente tras 

sufrir el procesamiento-γ también dentro del propio complejo. El procesamiento-γ 

consiste en escisiones de los últimos 3 residuos del extremo C-terminal en varios 

pasos sucesivos. De esta forma, el péptido de 49 residuos pasa a tener 46 y 43, para 

dar lugar finalmente al Aβ40; y del mismo modo el de 48 residuos es procesado para 

generar uno de 45, que finalmente da lugar al Aβ42 (ver figura I3.B) (Takami et al., 

2009). 
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4.1 Procesamiento β-secretasa y BACE-1 
El hecho de que BACE-1 sea la principal proteína con actividad β-secretasa 

viene precedido por las evidencias obtenidas en modelos murinos Knock-out para 

BACE, que se presentan carentes de producción de Aβ. Poco después del 

A)

B)

Figura I3. Procesamiento de la proteína APP y generación del péptido Aβ. A) Representación 
esquemática de las vías amiloidogénica y no amiloidogénica. La escisión de la α-secretasa impide la 
formación del β-amiloide. B) El péptido Aβ inicialmente presenta 48 o 49 aminoácidos y posteriormente son 
procesados hasta las formas de Aβ40 y 42 presentes de forma fisiológica, mediante liberación sucesiva de 
varios tripéptidos. Adaptado de Bai et al., 2008; Takami et al., 2009. 
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descubrimiento de BACE-1, se encontró una proteína homologa denominada BACE-2, 

que comparte con BACE-1 el 64% de la secuencia aminoacídica. Sin embargo, la 

expresión de BACE-2 es muy baja en neuronas y no presenta actividad β-secretasa 

sobre la proteína APP, lo que indica que este homólogo aparentemente no es un 

candidato válido para desarrollar la actividad β-secretasa en cerebro (ver revisión; 

(Vassar et al., 2009). 

BACE-1 es una aspartil-proteasa transmembrana de tipo 1, que se localiza 

principalmente en el trans-Golgi y en compartimentos endosomales, en concordancia 

con datos previos que demuestran que la actividad β-secretasa tiene lugar en estos 

compartimentos. Inicialmente, BACE1 se genera como pre-pro-enzima, y sufre 

complejas modificaciones postraduccionales a través de la vía secretora que incluyen 

N-glicosilación, fosforilación, formación de puentes disulfuro, y un procesamiento 

proteolítico que da lugar a la forma madura. Una vez liberada de su predominio, la 

forma madura posiblemente se sitúa en los dominios de membrana rafts lipídicos 

donde ejerce su actividad catalítica (Ehehalt et al., 2003). Posteriormente, y al igual 

que la proteína APP, se internaliza a través de la vía endocítica hacia los endosomas, 

donde se localiza con la proteína APP y tiene lugar el procesamiento β-secretasa, 

debido al pH ligeramente ácido óptimo para BACE-1 de este compartimento (Vassar, 

2001; Vassar et al., 2009). 

Finalmente, aunque BACE-1 ha recibido la mayor atención como enzima que 

procesa a APP, otros sustratos han sido propuestos para BACE-1, lo que sugiere que 

BACE-1 podría presentar gran variedad de funciones fisiológicas. Entre ellos, se 

encuentran varias proteínas trasnmembrana localizadas en trans-Golgi como las 

nueroregulina-1 y 3 (NRG), la subunidad β2 del canal de sodio regulado por voltaje 

(Navβ2), los receptores de lipoproteínas (LRP), PSLG-1(P-seletin glycoportein ligand 

1), entre otros. BACE-1 es actualmente una de las posibles dianas terapéuticas en el 

tratamiento de la AD y de hecho, se han desarrollado varias moléculas capaces de 

inhibir in vitro el procesamiento de APP por BACE-1. Sin embargo, aun no se dispone 

de una molécula inhibidora de vida media adecuada, capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica, e inhibir selectivamente a BACE-1 y no otras aspartil-proteasas, 

aunque se han realizado importantes avances recientemente (De Strooper et al., 2010; 

Sankaranarayanan et al., 2009).   
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4.2 Procesamiento γ-secretasa y presenilinas. 
La γ-secretasa, que procesa APP dentro de la región transmembrana, implica 

la participación de cuatro subunidades diferentes: Presenilina, Nicastrina, Aph-1 y Pen 

2 (De Strooper, 2003). El sitio activo de la γ-secretasa, requiere actividad aspartil 

proteasa que se encuentra en la presenilina, mientras que nicastrina, Pen-2 y Aph1 

participan en la modulación de la actividad de la γ-secretasa (Sisodia and George-

Hyslop, 2002; Blennow et al., 2006).  

Las presenilinas (PS1 y PS2) son unas proteínas que comparten gran 

homología, hasta 90% en sus dominios transmembrana. Se sintetizan como 

polipéptidos de 42-50 kDa y experimentan endoproteolisis, para dar lugar a un 

fragmento N-terminal (PS-NTF) de 27-30 kDa y un fragmento C-terminal (PS-CTF) de 

16-20 kDa, generándose así el centro activo del complejo enzimático, una vez que se 

han ensamblado las 4 subunidades (Thinakaran et al., 1996) (ver también figura I2). El 

papel de presenilasa se ha atribuido a Pen-2, ya que su regulación a la baja induce 

simultáneamente la acumulación de presenilina no procesada (full-lenght) en una 

conformación estable (Takasugi et al., 2003). Este procesamiento endoproteolítico 

está altamente regulado y es saturable, ya que la sobre-expresión de PS1 en células 

transfectadas o en ratones transgénicos no aumenta el nivel de NTF y CTF, y el 

exceso de holoproteína se degradada rápidamente, mayoritariamente por el 

proteasoma (Thinakaran et al., 1996). Del mismo modo, la sobre-expresión inducida 

de cualquier de las cuatro subunidades por separado no induce un incremento de la 

actividad γ-secretasa, sino que es necesario que se sobre-expresen las 4 

simultáneamente para que esto ocurra (De Strooper, 2003). 

El ensamblaje del complejo γ-secretasa posiblemente ocurre en varios ciclos 

de intercambio vesicular entre retículo endoplásmico y aparato de Golgi. Una vez que 

el complejo maduro está ensamblado y se produce la endoproteolisis de la presenilina, 

el complejo pasa el control de calidad y es vesiculado hacia la membrana plasmática y 

otros compartimentos celulares, donde tiene lugar su actividad catalítica sobre APP y 

otros sustratos. Además del papel en la vía amiloidogénica, γ-secretasa participa en el 

procesamiento de otros sustratos como Notch, caderinas, LDR (receptores de LDL), 

CD44, Nectina-1α, entre otros, que participan en varias funciones celulares como la 

estabilización de β-catenina, la homeostasis del calcio, la adhesión celular, todas ellas 

esenciales para la supervivencia celular (Wakabayashi and De Strooper, 2008; Parent 

AT. and Thinakaran, 2010).  
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Finalmente, cabe destacar que actualmente no se puede asumir que exista un 

único complejo γ-secretasa debido a la presencia en mamíferos de dos proteínas 

homologas para PS (PS1 y PS2) y APH-1 (APH-1a y APH-1b). Asumiendo una 

estequiometria 1:1:1:1, podrían existir al menos cuatro complejos distintos, sin tener en 

cuenta las distintas isoformas que pueden aparecer consecuencia del splicing 

alternativo sobre PS1 y APH-1a (Gu et al., 2003). En cualquier caso, esta posibilidad 

deja abierta nuevas cuestiones, como si distintos complejos podrían procesar distintos 

sustratos en distintos compartimentos celulares, o bien, qué parámetros fisiológicos y 

patológicos determinan el ensamblaje de unos complejos sobre otros (De Strooper, 

2003; De Strooper and Annaert, 2010).   

Al igual que para BACE-1, el complejo γ-secretasa también es actualmente una 

posible diana terapéutica en el tratamiento de la AD. Existen varias moléculas capaces 

de inhibir de forma no selectiva el complejo, por lo que su inhibición normalmente se 

acompaña de una disminución en el procesamiento de otros sustratos necesarios para 

la supervivencia neuronal. En este sentido, teniendo en cuenta el gran número de 

proteínas que pueden ser procesadas por γ-secretasa, se plantea como un objetivo 

difícil obtener un inhibidor especifico del procesamiento de APP, aunque 

recientemente se han obtenido compuestos capaces de inhibir el procesamiento de 

APP sin afectar al de Notch (De Strooper et al., 2010). 

4.3 Enzimas implicadas en la degradación del péptido Aβ 
Se han identificado múltiples enzimas que pueden estar implicadas en la 

degradación del péptido Aβ en el cerebro. Algunas de ellas degradan al Aβ en su 

estado monomérico, otras que lo degradan en su estado oligomérico y alguna en su 

estado mas agregado (fibrilar) (ver revisiones (Selkoe, 2001b; Vardy et al., 2005): 

• Neprelisina: metalopeptidasa dependiente de zinc, que actúa sobre una 

gran cantidad de sustratos como glucagón, encefalinas, sustancia P, 

neurotensina, etc. Es capaz de degradar el péptido Aβ en su estado 

monomérico, y se le ha atribuido la capacidad de degradar también el 

oligomérico (Kanemitsu et al., 2003). A nivel celular, neprelisina se 

localiza mayoritariamente anclada en la membrana de la superficie 

celular.  

• IDE (insulin degrading enzyme): tiol-metalopeptidasa dependiente de 

zinc, capaz de degradar diversos péptidos, como la insulina, el 
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glucagon, TGF-α, etc. Degrada el péptido Aβ en su forma monomérica. 

Se encuentra mayoritariamente como una proteína soluble citosólica, 

aunque también puede detectarse en la superficie celular y en 

membranas intracelulares.  

• ECE-1(endothelin convertin-enzyme-1): metaloproteasa homóloga a la 

neprelisina que es capaz de degradar Aβ en su forma monomérica. 

• Plasmina: serin-proteasa, que participa en la fibrinolisis. La plasmina es 

capaz de degradar los monómeros de Aβ y en menor grado sus formas 

fibrilares. 

• Catepsina B: enzima lisosomal que participa en la degradación de 

oligómeros y fibras del péptido Aβ, generando especies truncadas en el 

extremo C-terminal con menor capacidad de agregación (Mueller-

Steiner et al., 2006). 

5. Hipótesis de la cascada amiloide 

Actualmente, la hipótesis de la cascada amiloide establece al péptido Aβ como 

el principal agente acusante de la patología (Hardy and Selkoe, 2002). Esta hipótesis 

ha sido cuestionada ya que no siempre el número de placas de Aβ correlaciona con la 

severidad de la patología. Sin embargo, en la última década se ha descrito la 

existencia de formas solubles y oligoméricas de Aβ, capaces de difundir en el 

parénquima cerebral, provocando pérdida sináptica y fallos cognitivos severos (Haass 

and Selkoe, 2007). 

En consecuencia, la hipótesis de la cascada del Aβ ha sido modificada en los 

últimos años, de modo que, determinados cambios en el metabolismo del Aβ 

provocarían el inicio de la cascada, generando una elevación de los niveles de Aβ y de 

la proporción Aβ42/Aβ40, ya fuera por sobreproducción o por falta de aclaramiento. 

Debido a que la forma Aβ42 es más hidrofóbica que la Aβ40, tiende a oligomerizar 

más fácilmente, lo que potenciaría la formación de oligómeros difusibles. Estos 

provocarían cambios en la función sináptica, primero muy sutiles y, posteriormente, 

más severos. Junto con el aumento en los niveles de Aβ a nivel extracelular, 

aparecerían las primeras placas extracelulares y la consecuente activación de la 

respuesta inflamatoria (astroglía y microglía), lo que provocaría la pérdida de espinas 

sinápticas y generaría neuritas distróficas. Con el tiempo, se produciría estrés 
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oxidativo y se vería afectada la homeostasis neuronal. Posteriormente, estos cambios 

neuronales provocarían que la actividad fosfatasa de las quinasas estuviera alterada, 

produciendo la hiperfosforilación de la proteína tau y consecuentemente, los daños en 

el transporte axonal y la formación de ovillos neurofibrilares. Finalmente, la cascada 

terminaría con la muerte neuronal masiva y un estado de demencia progresivo (Haass 

and Selkoe, 2007) (ver figura 4). 

 

 

En lo que respecta al mecanismo de acción del péptido Aβ, existen teorías que 

intentan explicar la relación que existe entre estos péptidos y su acción citotóxica. Una 

de ellas es la teoría inflamatoria, ya que el péptido Aβ es capaz de atraer a la microglía 

e inducir su activación (Akiyama et al., 2000), lo que puede producir mediadores pro-

inflamatorios y sustancias neurotóxicas que contribuyan al daño neuronal. En este 

sentido, recientes evidencias sugieren que la reacción glial asociada a los depósitos 

de Aβ podría tener un papel neuroprotector más que neurotóxico, y que las formas 

solubles y oligoméricas de Aβ podrían ser responsables de la activación glial hacia un 

fenotipo citotóxico  (vér más abajo y Jimenez et al., 2008). 

Otros estudios han demostrado también la neurotoxicidad del Aβ mediada por 

calcio, ya que este péptido, y especialmente sus formas oligoméricas solubles pueden 

integrarse en las membranas y formar canales permeables al calcio (Nimmrich et al., 

Figura I4. Hipótesis de la cascada amiloide. 
El incremento en la concentración de Aβ y de la 
razón Aβ42/40 iniciaría la nucleación de formas 
oligoméricas. Esto conllevaría a los fallos 
sinápticos, muerte neuronal, aparición de 
distrofias neuríticas y una reacción inflamatoria 
asociadas a la patología, y que finalmente 
acaba en demencia. Adaptado de Hardy and 
Selkoe 2002.
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2008; Demuro, 2005), lo que ocasionaría un aumento de la concentración intracelular 

de calcio (Kawahara and Kuroda, 2000). Una alteración en la homeostasis del calcio 

puede promover muchos procesos neurodegenerativos, mediados entre otros 

mecanismos por la formación de radicales libres (Yatin et al., 1998) y la fosforilación 

de la proteína tau (Takashima et al., 1993). 

También han sido propuestos otros mecanismos, como la activación de 

diferentes rutas de señalización celular, como la c-Jun N-Terminal quinasa (JNK) que 

termina en la activación de caspasas y la consecuente muerte celular por apoptosis 

(Nagata, 1997); o bien, la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) a través 

de un mecanismo aún no muy claro, pero que finalmente puede conducir a 

peroxidación lipídica y oxidación de proteínas, que compromenten la integridad de la 

membrana y pueden llevar a la muerte neuronal (Varadarajan et al., 2000). 

6. Modelos transgénicos empleados en el estudio de la AD 

Aunque la enfermedad de Alzheimer familiar constituye solo el 5% del total de 

casos de Alzheimer, su descubrimiento ha sido extremadamente importante para el 

hallazgo de mutaciones en los genes APP, PS1 y PS2, responsables de las formas 

hereditarias de esta enfermedad (Price and Sisodia, 1998), y para el desarrollo en los 

últimos años de diferentes modelos animales transgénicos que, aunque no reproducen 

la totalidad de las características de la AD, sí proporcionan una valiosa información 

sobre su patogénesis. Estos modelos, difieren en el fondo genético de los animales 

utilizados, en la mutación seleccionada, en el promotor utilizado, y en la técnica 

empleada para su obtención, por lo que existen grandes diferencias en las 

características neuropatológicas que manifiestan. Los principales modelos 

desarrollados son: 

Ratones transgénicos PS1, que sobre-expresan una forma mutada de la PS1 

humana. Como consecuencia presentan una razón de Aβ42/Aβ40 incrementada, pero 

no desarrollan placas, ni muestran pérdida neuronal (Borchelt et al., 1997). 

Ratones transgénicos APP, que sobre-expresan la forma wild-type del gen 

APP humano. Para que se consigan altas cantidades de Aβ es necesario que el 

transgen esté bajo el control de un promotor constitutivo cuyo gen se exprese en 

grandes cantidades, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF: 

Platelet-derived growth factor), el promotor del gen de la proteína priónica (PrP) y el 

promotor de ratón Thy-1 (miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, 
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marcador de células madres hematopoyéticas). También es posible obtener ratones 

transgénicos APP introduciendo un transgén de la proteína APP humana con alguna 

de las mutaciones que aparecen en casos de Alzheimer familiar. Estos animales sí 

desarrollan placas y presentan hiperfosforilación de tau aunque carecen de ovillos, por 

lo que son mejores modelos que los anteriores. Presentan neuritas distróficas y 

procesos inflamatorios, pero carecen de pérdida neuronal. Los estudios de 

comportamiento han revelado que estos animales manifiestan ansiedad, 

hiperactividad, convulsiones y agresividad. Sin embargo, estos cambios sólo son 

apreciables a edades relativamente tardías, entre los 9 y 12 meses de edad. 

Ratones transgénicos PS1xAPP, que sobre-expresan ambas proteínas 

humanas mutadas. En este caso, las manifestaciones patológicas de la enfermedad 

aparecen a edades comprendidas entre los 4 y los 6 meses, lo que los convierte en 

modelos más interesantes (Seabrook and Rosahl, 1999). Sin embargo tampoco 

reproducen totalmente la AD, ya que no presentan ni ovillos neurofibrilares, ni muerte 

neuronal masiva.  

Una alternativa consiste en un modelo que porta 5 mutaciones de la 

enfermedad de Alzheimer familiar, denominado 5xFAD, que posee una deposición de 

Aβ muy acelerada (Ohno et al., 2006). Este animal PS1xAPP expresa las mutaciones 

Swedish (APP K670N/M671L), la Florida (I716V), la mutación London (V717I) y dos en 

el gen de la presenilina 1 (M146L y L286V). Posee acumulación de Aβ42 intracelular 

desde los 1,5 meses de edad. La deposición extracelular comienza a partir de los 2 

meses, y la pérdida neuronal a los 9 meses de edad. 

Ratones transgénicos tau, que sobre-expresan la proteína humana 

componente principal de los ovillos. Sin embargo, al sobre-expresar tau silvestre, sólo 

se ha conseguido desarrollar ovillos en un modelo y a partir de los 24 meses (Gotz, 

2001). Al igual que ocurre en los transgénicos APP y PS1xAPP, los transgénicos tau 

tampoco desarrollan pérdida neuronal masiva.  

Por lo tanto, ninguno de estos modelos ha sido capaz de reproducir al completo 

todas las manifestaciones patológicas que caracterizan a la enfermedad de Alzheimer. 

Para conseguir la manifestación conjunta de placas de Aβ y ovillos neurofibrilares, fue 

necesario crear un ratón triple transgénico PS1xAPPxtau, que sobre-expresa las 

proteínas humanas PS1, APP y tau (Oddo et al., 2003). 
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6.1 El doble transgénico PS1xAPP como modelo animal de la AD. 
En el presente trabajo se han utilizado ratones dobles transgénicos PS1xAPP, 

considerados buenos modelos de la AD (Schmitz et al., 2004). En este modelo animal, 

la sobre-expresión de las mutaciones humanas del APP (mutación Swedish y London, 

KM670/671NL y V717I, promotor Thy-1) y de PS1 (M146L, promotor HMG-CoA 

reductasa) conduce a diferentes manifestaciones que reproducen algunos de los 

rasgos neuropatológicos de la enfermedad: 

Aparición de depósitos de Aβ en el hipocampo, la corteza y en el subículo 

desde los 2-3 meses de edad (Blanchard et al., 2003), y que van aumentando 

progresivamente conforme el animal envejece, al igual que ocurre en otros modelos 

animales (Duyckaerts et al., 2008).  

Fosforilación de la proteína tau a edades tardías del animal, aunque no 

aparecen ovillos neurofibrilares. 

Afectación temprana del sistema GABAérgico. En los animales PS1xAPP 

se produce desde los 4 meses de edad la muerte de una población de interneuronas 

GABAérgicas localizadas en el stratum oriens e hilo del giro dentado en el hipocampo, 

asi como en corteza entorrinal, y que co-expresan somatostatina y neuropéptido Y 

(NPY) ((Ramos et al., 2006; Moreno-Gonzalez et al., 2009). La pérdida de dichas 

neuronas también ocurre en enfermos de Alzheimer y en otros modelos animales de la 

enfermedad (Kumar-Singh et al., 2005; Horgan et al., 2007), así como en el proceso 

normal de envejecimiento (Vela et al., 2003). Es destacable que la expresión de 

parvalbúmina (PV), péptido vasoactivo intestinal (VIP) o incluso de GAD 65, enzima 

implicada en la síntesis del neurotransmisor GABA, no presentan variaciones 

significativas a edades tempranas. La pérdida de interneuronas GABAérgicas 

SOM/NPY parece implicar una reducción de la plasticidad sináptica de las células 

principales y conducir a trastornos de memoria y aprendizaje, síntomas descritos en 

los primeros estadios de la enfermedad de Alzheimer (Walsh and Selkoe, 2004). 

Afectación colinérgica tardía. Esta reducción de neuronas colinérgicas 

también se ha observado en modelos transgénicos que sobre-expresan APP770 

humano (Li and Shen, 2000) y en estadios avanzados de la enfermedad de Alzheimer 

(Davis et al., 1999), cuando resulta prácticamente imposible ningún tipo de 

intervención terapéutica. 
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Muerte limitada de neuronas principales hipocampales (piramidales de las 

regiones CA1-CA3 y granulares del giro dentado), de naturaleza glutamatérgica, a 

partir de 17 meses (Schmitz et al., 2004), lo que corresponde a fases muy tardías de la 

enfermedad, y sólo en torno a un 30% (Jimenez et al., 2008). En enfermos de 

Alzheimer, la muerte neuronal ocurre ya en las primeras fases de la enfermedad como 

ya hemos mencionado anteriormente (ver apartado 2 de ésta introducción). La 

ausencia de neurodegeneración en estos animales se ha asociado a un aumento de 

los niveles de transtirretina y a la activación de múltiples genes neuroprotectores y/o 

de rutas de supervivencia celular (Schwarzman et al., 1994). Desde este punto de 

vista, estos animales podrían ser un excelente modelo para comprender cómo el 

cerebro puede adaptarse y sobrevivir a niveles altos de Aβ.  

Reacción inflamatoria. En nuestro modelo se produce una activación glial a 

partir de 4 meses de edad, coincidiendo cronológica y físicamente con la aparición de 

placas extracelulares del β-amiloide, que se incrementa durante el proceso de 

envejecimiento.  

Según la hipótesis inflamatoria de la enfermedad de Alzheimer, la activación de 

la microglía, en respuesta a la deposición de Aβ podría mediar la degeneración 

neuronal, mediante la liberación de factores citotóxicos, tales como citoquinas pro-

inflamatorias (TNF-alpha, FASL, TRAIL, IL-1beta e IL-6 entre otras), aminoácidos 

excitadores, especies reactivas de oxígeno (NO, superoxido) u otros factores (Mrak 

and Griffin, 2005; Ranaivo et al., 2006; Ranaivo et al., 2006; Zipp and Aktas, 2006). 

Este papel citotóxico mediado por la activación glial está avalado por estudios clínicos 

que demuestran que los síntomas del Alzheimer pueden atenuarse mediante el uso de 

fármacos anti-inflamatorios no-esteroideos (Aisen, 2000).  

Sin embargo, este punto de vista es controvertido ya que otros ensayos clínicos 

no parecen encontrar ningún efecto positivo con estos agentes anti-inflamatorios 

(Aisen et al., 2003), por lo que también es posible que la activación glial (astro- y 

microglía) en respuesta a los depósitos de Aβ pueda dar lugar a una respuesta 

beneficiosa, pro-regeneración y de supervivencia neuronal, mediada por la producción 

de citoquinas anti-inflamatorias y/o factores de crecimiento neuronal, fagocitosis y 

degradación de Aβ extracelular (Butovsky et al., 2006; Streit, 2005). 

Esta aparente discrepancia podría ser explicada por la existencia de distintos 

fenotipos en la microglía activada. Al igual que los macrófagos periféricos, la microglía 
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puede  presentar, como mínimo, dos estados de diferenciación (Heneka and O'Banion, 

2007; Edwards et al., 2006). En primer lugar, una activación clásica, caracterizada 

por la expresión de citoquinas citotóxicas (TNF-α, FASL, TRAIL), iNOS y NAPDH 

oxidasa; y en segundo lugar, una activación alternativa, caracterizada por la 

ausencia de citoquinas y/o factores tóxicos y por la expresión de Arginasa-1 (implicada 

en la síntesis de poliaminas), YM-1 (quitinasa implicada en la degradación de la quitina 

de parásitos), FIZZ (antigen resistin-like molecule-alpha, sin función conocida) e IGF-1 

(Insulin like growth factor-1, descrito como un factor de supervivencia neuronal), entre 

otros. 

En este sentido, la respuesta inflamatoria en nuestro modelo a edades 

tempranas (4-6 meses) se caracteriza por una activación de la microglía que se 

produce de forma exclusiva, rodeando e infiltrando las placas de Aβ, mientras que la 

activación astroglial es más generalizada en el parénquima hipocampal (Jimenez et 

al., 2008).  Además en el hipocampo de nuestro modelo a los 6 meses, la activación 

microglial no se caracteriza por un fenotipo clásico, ya que no se detectan cambios 

significativos en la expresión de factores citotóxicos como TNF-α, FASL, TRAIL, iNOS, 

COX-2, NOX2 e IL-6 con respecto a los animales wild-type. Por el contrario, la 

microglía activa, expresa al menos dos marcadores característicos del estado de 

activación alternativa, YM-1 e IGF1. Además, ensayos de inmunocitoquímica 

fluorescente sugieren que esta microglía activada es capaz de fagocitar e internalizar 

Aβ. Por todo ello, podemos concluir que la microglía en los primeros estadios de la 

patología desarrollada en nuestro modelo transgénico se diferencia a un estado 

alternativo, probablemente neuroprotector y no citotóxico (Jimenez et al., 2008). 

Sin embargo, a edades más avanzadas aparece en el hipocampo de nuestro 

modelo un escenario muy diferente. En concreto, a los 18 meses, la activación de las 

células de la microglía no se limita exclusivamente al área que rodea las placas de Aβ, 

sino que además aparece en todo el parénquima hipocampal, coincidiendo con un 

importante incremento en la expresión de factores citotóxicos, principalmente TNF-α, 

aunque también FASL, TRAIL, COX-2 y NOX-2. Estudios de inmunocitoquímica han 

mostrado igualmente, que la microglía activada en torno a placas no es responsable 

de la producción de estos factores, y que de hecho, estas células continúan 

expresando un fenotipo alternativo caracterizado por la expresión de YM-1 y la 

producción de IGF-1 a los 18 meses. Por tanto la microglía reactiva interplaca que 

aparece en esta edad es la principal responsable de la producción de estos factores 
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citotóxicos. Además la astroglía interplaca activada a esta edad se caracteriza por un 

aumento significativo en la expresión de iNOS (NO sintasa inducible). Estos resultados 

claramente demuestran la existencia a edades avanzadas de dos estados de 

activación microglial diferentes, un estado alternativo no citotóxico, que está rodeando, 

y que posiblemente fagocita las placas de Aβ, que se manifiesta desde las edades 

tempranas en que éstas aparecen, y un estado de activación clásico citotóxico, 

distribuido por todo el parénquima hipocampal en las regiones inter-placa, y que se 

manifiesta exclusivamente en edades avanzadas. Además, cabe destacarse que la 

degeneración de las neuronas piramidales hipocampales que se produce también a 

los 18 meses en nuestro modelo, coincide con la aparición del fenotipo clásico de la 

microglía. 

Por una parte, nuestros resultados en el hipocampo de los animales PS1xAPP 

demuestran que no existe aparentemente relación entre los depósitos del amiloide y la 

aparición del fenotipo clásico en la microglía con la consiguiente producción de 

factores citotóxicos. De hecho, al parecer la activación glial alternativa inducida en 

torno a placas parece tener un papel de pro-supervivencia neuronal, lo que explicaría 

la escasa neurodegeneración observada en animales jóvenes (6 meses). No obstante, 

actualmente aun es desconocido el modo en que se induce este fenotipo alternativo, 

así como los factores que realmente llevan a esta diferenciación por parte de la 

microglía que rodea las placas. 

Por otra parte, nuestro modelo presenta con el envejecimiento un fuerte 

aumento en la concentración de formas oligoméricas solubles y extracelulares del 

péptido Aβ (también denominados ADDLs), que se comportan como agentes 

responsables de la diferenciación hacia el fenotipo clásico en cultivos mixtos de astro-

microglia. Estos oligómeros de Aβ no  se detectan a los 6 y 12 meses de edad, pero 

están claramente presentes a los 18 meses, como hemos podido constatar utilizando 

anticuerpos que reconocen específicamente formas oligoméricas de estos péptidos 

(ver figura R1 en apartado de resultados) (Jimenez et al., 2008).  

En la corteza entorrinal hemos observado un fenómeno similar al descrito en el 

hipocampo, pero a edades mucho más tempranas. De hecho, a los 4 y 6 meses de 

edad se observa una activación microglial alternativa (YM-1 positivas, IGF-1 positivas), 

rodeando a las placas de Aβ (al igual que sucedía en el hipocampo) y activación 

clásica (TNF-α positivas) de la microglía interplaca. Aunque no hemos podido 

determinar la presencia de formas oligoméricas (debido a que esta región cerebral es 
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extremadamente pequeña y es necesario utilizar un micro-disector láser para su 

disección), es perfectamente posible que dichas formas se acumulen en la corteza 

entorrinal a edades tempranas. De hecho, esta es una de las primeras áreas (junto 

con el subículo) en presentar placas de Abeta en nuestro modelo (Blanchard et al., 

2003).  

En resumen, los animales PS1xAPP, modelo animal utilizado en el presente 

trabajo, muestran algunos, pero no todos los rasgos neuropatológicos de la AD, a 

pesar de lo que constituyen una herramienta de gran utilidad para el estudio de esta 

patología. 

7. Señalización mediada por el eje PI3K-AKT-GSK-3β. 

El eje de señalización formado por PI3K/AKT1/GSK3 supone la principal vía de 

señalización intracelular que media la apoptosis celular (Brunet et al., 2001), aunque 

también existen otras dos vías implicadas pertenecientes a la familia de las MAP-

quinasas: la vía de la p38 y la vía de las Jun-qinasas (JNKs). 

Esta señalización se inicia con la unión de un ligando a su receptor de 

membrana y la activación de PI3K (fosfoinositol-3 quinasa), que activa a una quinasa 

que fosforila a AKT (proteína kinasa B). Esta proteína, presenta en su secuencia un 

dominio PH (Pleckstrin Homology) que es reconocido por uno de los fosfolípidos 

generados por PI3K. La interacción entre el dominio PH de AKT y el fosfolípido induce 

un cambio conformacional en AKT, dejando al descubierto el residuo Thr308, que es 

fosforilado por PDK-1 (quinasa dependiente de fosfoinositol 1). La activación completa 

de AKT se lleva a cabo mediante una segunda fosforilación sobre el residuo Ser473, 

mediada por una proteína aún no identificada, pero que se ha denominado PDK-2. 

Estudios recientes han relacionado a la quinasa de mTOR (mammalian target of 

rapamycin) con la fosforilación en este residuo (Zeng et al., 2007; Varma et al., 2008). 

En consecuencia, la proteína AKT debe fosforilarse en esos dos residuos para que su 

actividad quinasa sea completamente activada. Sin embargo, es posible que sólo se 

produzca una de las fosforilaciones, lo que conlleva a una activación parcial de la 

proteína AKT. El nivel total de fosforilación de AKT es el resultado de la actuación de 

múltiples kinasas y fosfatasas (Kuo y col., 2008), cuyos mecanismos de acción se 

entrecruzan para regular a la proteína AKT de forma compleja. Entre las fosfatasa que 

regulan la actividad de AKT se encuentran PP2a y PTEN (phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome ten). 
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A su vez, AKT puede fosforiar también a varios sustratos, entre ellos la 

glucógeno sintasa quinasa-3β (GSK3β) que juega un papel esencial en la enfermedad 

de Alzheimer. La proteína GSK3 es una Ser/Thr quinasa que presenta dos isoformas: 

GSK3α y GSK3β. Inicialmente fue identificada como una enzima implicada en la 

fosforilación de la glucógeno sintasa para inhibir la síntesis de glucógeno. 

Actualmente, se sabe que puede fosforilar gran cantidad de sustratos. Esto hace que 

GSK3β participe en mecanismos de señalización celular implicados en el 

mantenimiento de la estructura celular, metabolismo y apoptosis (Beurel and Jope, 

2006). En situaciones fisiológicas, la proteína GSK3β se expresa de forma constitutiva 

y está activa, inactivándose por fosforilación de diversas quinasas, principalmente 

AKT-1, pero también otras como la proteína quinasa A (PKA), proteína quinasa C 

(PKC) y p90Rsk (Jope and Johnson, 2004). 

La activación de GSK-3β puede formar parte en el proceso de activación de la 

apoptosis por vía intrínseca mediante fosforilación de proteínas de la familia Bcl-2 

(Karlnoski et al., 2007). En este sentido, las interacciones opuestas entre miembros de 

la familia Bcl-2 establecen un equilibrio entre los estímulos de señalización pro-

apoptóticos y anti-apoptóticos, que regulan la permeabilización de la membrana 

mitocondrial (Cory and Adams, 2002). La integridad de la membrana mitocondrial se 

altera cuando proteínas como Bim, Bik y Bad se unen a las proteínas antiapoptóticas 

Bcl-2 y neutralizan su acción. Entonces, miembros proapoptóticos como Bax y Bak, 

forman homo-oligómeros en la membrana mitocondrial (Gross et al., 1998), que 

pueden inducir la apertura del poro mitocondrial de permeabilidad transitoria (mPTP). 

La apertura del poro conlleva un descenso en el potencial de membrana y la salida de 

factores apoptóticos entre los que se incluyen el citocromo c (Susin et al., 1999). El 

citocromo c en el citosol se une a la proteína Apaf-1, provocando su oligomerización y 

formando un complejo llamado apoptosoma. En presencia de citocromo c y dATP, 

Apaf-1 se oligomeriza formando este complejo de entre 700 kDa y 1,4 MDa, que 

recluta y activa la forma zimógeno de procaspasa 9 (PC9). Esta caspasa activa y 

unida al apoptosoma funciona como un holoenzima que procesa a otras caspasas 

ejecutoras como las procaspasas 3, 6, y 7 (Rodriguez and Lazebnik, 1999).  

GSK-3β participa en la activación de la apoptosis intrínseca mediante distintos 

mecanismos. En primer lugar, puede fosforilar a Bax en su Ser163, lo que resulta en 

su activación y traslocación a la mitocondria, permitiendo la liberación de citocromo c y 

la formación del apoptosoma. Además, GSK-3β promueve la expresión inducida por 
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p53 del gen de Bax, e inhibe la expresión de CREB (cyclic AMP-responsive element 

bindind protein), lo que puede bloquear la expresión dependiente de CREB del factor 

anti-apoptótico Bcl-2. Así mismo, GSK-3β potencia la degradación de un factor anti-

apoptóticos de la familia Bcl-2, MCL-1. Por último, GSK3 también fosforila a la proteína 

tau, participando de esta manera en la disrupción de los microtúbulos que ocurre en la 

apoptosis (Beurel and Jope, 2006). Finalmente, cabe destacarse que la activación de 

GSK-3β facilita, pero no inicial la vía intrínseca de la apoptosis, lo que significa que 

bajo condiciones fisiológicas, la activación de GSK-3β no induce la apoptosis celular. 

GSK3 también es responsable de la fosforilación de otros sustratos como la 

proteína β-catenina. La proteína GSK3β activa, fosforila a β-catenina en cuatro 

residuos (Ser33, Ser37, Thr41 y Ser45) localizados cerca del extremo N-terminal. 

Cuando β-catenina está fosforilada es ubiquitinada y degradada por el proteasoma; en 

cambio cuando está defosforilada se trasloca al núcleo y participa en la regulación de 

la expresión de genes implicados en la supervivencia celular (Ding et al., 2008). Por lo 

tanto, la fosforilación y degradación de β-catenina constituye una medida indirecta de 

la actividad quinasa de GSK-3β, y de este modo, la hemos empelado en este trabajo. 

8. Transporte axonal a través de microtúbulos. 
La alteración de transporte a través de microtúbulos supone también una de las 

causas que inducen la apoptosis celular. Sin embargo, el modo en el que ambos 

eventos se interconectan es actualmente una incógnita. En este sentido, aunque el 

proceso de tráfico vesicular en neuronas es muy similar al de otros tipos celulares, 

existe una importante diferencia debida a la polaridad extrema de estas células 

nerviosas. Normalmente, los cuerpos neuronales y las terminales sinápticas están 

separados por una distancia considerable. Por este motivo, estas células requieren de 

sistemas especiales de transporte de vesículas para llevar la carga desde los cuerpos 

neuronales hasta las terminales y viceversa. 

Existen tres clases de transporte por los que la carga puede moverse a través 

de los axones: mediante transporte axonal anterógrado rápido, flujo axoplásmico lento 

y transporte axonal retrogrado rápido. Brevemente, la mayor parte de los 

compartimentos membranosos recién sintetizados son transportados desde los 

cuerpos neuronales, a través de los axones, mediante transporte axonal anterógrado 

rápido hacia las terminales sinápticas. De hecho, una gran proporción de esta carga, 

consiste en vesículas sinápticas o precursores de las mismas. En las terminales 

sinápticas, las membranas vesiculares se reciclan constantemente mediante ciclos de 
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endo-exocitosis que forman parte de los mecanismos de transmisión sináptica. A su 

vez, estos compartimentos y sus componentes son continuamente reemplazados por 

otras nuevos que llegan desde los cuerpos. De la misma manera, las membranas de 

las vesículas inicialmente presentes en las terminales son de nuevo transportadas 

hacia los cuerpos donde tiene lugar su degradación o reciclaje (Hirokawa, 1993; De 

Vos et al., 2008; Nixon, 2007). 

• Transporte axonal rápido: Como hemos comentado anteriormente, está 

implicado en el transporte de vesículas. Esta carga se transporta de modo 

saltatorio (stop-and-go) de forma bidireccional (anterógrado y retrógado). Este 

tipo de transporte está basado en microtúbulos que actúan como raíles a través 

de los cuales se produce el movimiento saltatorio de las vesículas a través de 

los axones. En este sentido, existen varias ATPasas implicadas en el 

transporte de la carga: la proteína motora kinesina-1 implicada en el transporte 

anterógrado, y la proteína motora dineina-1 implicada en el transporte 

retrogrado. Kinesina-1 es una holoenzima formada por dos cadenas pesadas 

(α) que presentan un dominio de unión a microtúbulos donde se encuentra la 

actividad ATPasa, y dos ligeras (β) que se unen a la carga y regulan la 

actividad motora. La proteína al completo (α2β2) tiene un peso molecular 

aproximado de 270 KDa (ver figura I5). 

 

 
  

• Transporte axonal lento: Mientras que los orgánulos celulares son 

transportados mediante un transporte rápido, los componentes del 

citoesqueleto y las proteínas solubles de citosol se transportan mediante flujo 

Figura I5. Esquema representativo de la proteína 
motora kinesina-1. Kinesina-1 está formada por 
dos cadenas pesadas que portan un dominio de 
unión a microtúbulos y por dos cadenas ligeras que 
unen la carga vesicular transportada. Adaptado de 
De Vos et al., 2008. 

vesicle

‐+
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axoplásmico lento. Las proteínas preferentemente transportadas por este 

sistema son las subunidades que forman los neurofilamentos y la actinas. 

Por otro lado, las proteínas que forman el citoesqueleto neuronal median el 

movimiento de orgánulos desde una región celular hasta otra y sirven como puntos de 

anclaje para las vesículas, por ejemplo, a través de receptores de membrana de la 

superficie vesicular. Además, los constituyentes del citoesqueleto son responsables de 

la estructura celular y axonal. De hecho, la organización del citoesqueleto es 

determinante en el funcionamiento correcto del transporte axonal y se encuentra 

alterado en patologías neurodegenerativas como la AD. Tres tipos de elementos 

fibrilares son los principales constituyentes del citoesqueleto neuronal: microtúbulos, 

neurofilamentos y microfilamentos, junto con proteínas asociadas. 

Por un lado, los microtúbulos son los filamentos más gruesos del 

cotiesqueleto (25-28 nm de diámetro) y están constituidos normalmente por 13 

protofilamentos que a su vez están formados por dímeros de α- y β-tubulina. Los 

microtúbulos se encuentran organizados longitudinalmente en los axones con su 

polaridad orientada siempre en la misma dirección. Esta organización es 

probablemente determinante para la especificidad direccional de las proteínas motoras 

kinesina y dineina. Además, los microtúbulos llevan asociadas  las proteínas MAP-1, 

MAP-2 y tau (MAPs: microtubule-associated proteins) que regulan la estabilidad y la 

polimerización/ensamblaje en una única dirección a lo largo del axón. Mientras MAP-1 

y tau se concentran en los axones, MAP-2 es más abundante en los cuerpos 

neuronales y las dendritas. Al igual que tau, MAP-1 y MAP-2 también son sustratos de 

quinasas y fosfatasas que regulan su actividad, de forma que la hiperfosforilación de 

estas proteínas llevan a su desestabilización y desacoplamiento de los microtúbulos. 

En este sentido, la hiperfosforilación de la proteína tau es uno de los rasgos 

neuropatológicos de la AD (ver apartado 2.2 de esta introducción). De hecho, una de 

la teorías actuales con respecto a la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer es 

que esta patología tiene lugar como consecuencia de la alteración en el citoesqueleto 

debido a la hiperfosforilación de tau, lo que llevaría a la muerte neuronal y a la 

aparición de ovillos neurofibrilares (Gotz, 2001; Spires-Jones et al., 2009). 

Por otro lado, los neurofilamentos, o filamentos intermedios en otros tipos 

celulares (10 nm de diámetro), son las estructuras más abundantes en los axones y 

los principales responsables de la estructura axonal. Los neurofilamentos son 

polímeros formados por 3 subunidades distintas: NF-L (light), NF-M (medium) and NF-
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H (heavy). Al igual que los microtúbulos están orientados longitudinalmente en los 

axones y son unas diez veces más abundantes. El ensamblaje de las 3 subunidades 

para formar el heteropolímero está fuertemente regulado por la fosforilación de las 

subunidades tanto en el extremo amino-, como carboxilo-terminal, de tal forma, que 

NF-L, NF-M y NF-H presentan 3-5, 15-26 o 30-60 grupos fosfato/molécula 

respectivamente. De hecho, mientras que la fosforilación de los monómeros en el 

extremo N-terminal inhibe la polimerización, la fosforilación del extremo C-terminal, a 

su vez regulada por la que tiene lugar en N-terminal, induce la polimerización de las 

subunidades para formar los neurofilamentos. Actualmente se cree que la fosforilación 

en C-terminal podría inducir la interacción de las subunidades trasportadas en los 

axones con los componentes de los microtúbulos, promoviéndose así su integración 

en el citoesqueleto y la estabilidad axonal (Sihag et al., 2007).   

Finalmente, los microfilamentos (3-5 nm de diámetro) constituyen polímeros 

de actina con polaridad y están organizados en una doble hélice. Están presentes en 

todos los tipos celulares y son los componentes estructurales más abundantes en la 

célula. Aparecen asociados a la membrana plasmática a través de otras moléculas, y a 

diferencia de los anteriores están concentrados en dendritas y cuerpos neuronales 

más que en axones. 

Desde el punto de vista de la enfermedad de Alzheimer, tanto los ovillos 

neurofibrilares como los depósitos de β-amiloide extracelulares son rasgos 

neuropatológicos de la enfermedad. En este sentido, mientras que los ovillos 

contienen una proteína asociada a microtúbulos, la proteína tau hiperfosforilada, como 

principal componente, las placas de Aβ son áreas rodeadas por neuritas distróficas 

que acumulan vesículas. Por lo tanto, ambos rasgos patológicos ponen en evidencia 

las deficiencias de transporte axonal que acontecen en la AD. De hecho, en los 

modelos animales que expresan formas mutadas de APP o PS1, empleados para el 

estudio de esta enfermedad también se han puesto de manifiesto defectos en el 

transporte axonal.. Sin embargo, los mecanismos que median la expresión de estas 

mutaciones con la aparición de las deficiencias axonales, y a su vez éstas con la 

degeneración neuronal progresiva propia de la enfermedad es una incógnita, aunque 

actualmente se piensa que el péptido Aβ podría jugar un papel central (De Vos et al., 

2008).   
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9. Ruta autofágica. 

La habilidad de la ruta autofágica en la degradación de componentes celulares 

forma parte del control de calidad de proteínas de las células. En este control, también 

participa el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS), otro complejo proteolítico 

fundamental en la degradación de proteínas citosólicas. Ambos sistemas actúan de 

forma conjunta para mantener el proteoma libre de alteraciones. Cuando estos 

sistemas no actúan de forma adecuada, se produce la acumulación de proteínas a 

nivel intracelular y la consecuente formación de agregados tóxicos que pueden 

comprometer la supervivencia celular.  

 En mamíferos los componentes intracelulares pueden ser degradados por vía 

lisosomal según tres vías autofágicas distintas: la macroautofagia, la microautofágica y 

la autofágica mediada por chaperonas. Las 3 vías tienen en común la etapa de 

maduración final que acaba en la fusión con lisosomas, pero se diferencian en los 

sustratos, su regulación y las condiciones bajo las que cada una de ellas es activada 

(ver figura I6) (Martinez-Vicente and Cuervo, 2007). 

• Macroautofagia: Normalmente es denominada como autofagia. 

Mediante esta vía se degradan componentes del citosol y orgánulos celulares. 

Esta vía requiere la formación de una doble membrana lipídica que envuelve el 

contenido que será degradado, y que una vez autosellada da lugar al 

compartimento que denominamos autofagosoma. Inicialmente este 

compartimento no contiene enzimas hidrolíticas y requiere la fusión con 

lisosomas para que se degrade el contenido. La activación de esta vía 

normalmente ocurre bajo condiciones de estrés y tiene 2 propósitos principales: 

como fuente de macromoléculas esenciales y energía bajo condiciones de 

deprivación de nutrientes; o bien, como un mecanismo de degradación de 

componentes intracelulares alterados o deficientes. Además, estudios recientes 

apoyan la hipótesis de que la macroautofagia existe en muchos tipos celulares 

como un flujo continuo y necesario para mantener la homeostasis celular (por 

ejemplo, en neuronas). La disfunción de la macroautofagia se ha descrito en 

multitud de patologías como procesos oncogénicos, infecciones bacterianas o 

víricas, miopatías severas, enfermedades metabólicas como la diabetes y 

patologías nerodegenerativas como la AD. 
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• Microautofagia: En esta vía los componentes citosólicos a degradar son 

directamente incluidos en los lisosomas a través de invaginaciones, y  son 

rápidamente degradados en el lumen del lisosoma Esta función existe de forma 

continua en las células y participa en el turnover de los componentes celulares 

en situaciones fisiológicas.   

• Autofagia mediada por chaperonas (CMA): Mediante esta vía, moléculas del 

citosol con un dominio específico para la degradación por vía lisosomal pueden 

ser reconocidos por chaperonas. Una vez que la chaperona reconoce al 

sustrato, éste es directamente transportado hasta la superficie de los 

lisosomas, donde interacciona con un receptor de membrana (LAMP-2), y pasa 

al interior de la vesícula gracias a la participación de otras chaperonas 

localizadas en el interior de los lisosomas. Al igual que en el caso anterior, esta 

vía funciona de forma continua bajo condiciones fisiológicas en la mayor parte 

de los tejidos, aunque su máxima activación se produce bajo condiciones de 

estrés. La selectividad de esta vía resulta particularmente útil bajo situaciones 

que implican la alteración de la estructura nativa de las proteínas (estrés 

oxidativo, exposición a agentes tóxicos…), debido a que puede eliminar los 

componentes dañados sin afectar a otras moléculas vecinas.  
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La autofagia (macroautofagia) puede verse incrementada por varios estímulos 

que inducen estrés celular, como la deprivación de nutrientes y energía, estrés de 

retículo endoplásmico, infección por microorganismos patógenos, hipoxia, estrés 

oxidativo, daño mitocondrial, entre otros. La estimulación de la autofagia por estos 

estímulos puede implicar varias vías de señalización intracelular que acaban en una 

misma proteína diana. Una de estas proteínas dianas es mTOR (mammalian target of 

rapamycin), que participa en la regulación de la autofagia formando un complejo 

(mTORC1) con otras 4 proteínas: GβL/mLST8, Raptor, Deptor y PRAS40. Al mismo 

tiempo, mTOR es una proteína altamente regulada mediante fosforilación por multitud 

de quinasas como AKT-1, MAPK y AMPK (quinasa dependiente de AMP), lo que a su 

vez regula la actividad del complejo mTORC1 llevando a la inhibición/estimulación de 

la autofagia (figura I7). Sin embargo, aun no se conoce con exactitud cómo se produce 

la señalización del complejo mTORC1 para inhibir o estimular la autofagia, aunque 

recientemente se ha propuesto como posibilidad que la actividad quinasa de mTOR 

Figura I6. Tipos de autofagia en mamíferos. Las proteínas que son sustratos de los lisosomas pueden 
proceder del medio extra- (endocitosis) o intracelular (autofagia). En la macroautofagia, los sustratos son 
secuestrados en un compartimento con doble membrana lipídica cuya membrana externa se fusiona con los 
lisosomas para la degradación. En microautofagia, los sustratos son directamente internalizados en los lisosomas 
mediante invaginación de los mismos. Por el contrario, la autofagia mediada por chaperonas es específica de 
ciertas proteínas que son selectivamente transportadas a la membrana lisosomal por chaperonas para su 
internalización. Las proteínas citosólicas también pueden ser marcadas por ubiquitina para su degradación en el 
proteasoma. Adaptado de Martinez-Vicente and Cuervo 2007. 
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sobre las proteínas ULK (Atg1-like kinase) pueda repercutir en la fosforilación de 

Ambra-1, que forma parte del complejo formado por belcina-1, y que también participa 

en la iniciación de la autofagia (Kroemer et al., 2010; He and Levine, 2010).     

Beclina-1, al igual que mTOR, forma parte de un complejo multiproteíco 

formado por beclina-1, Vps34, Vps15 y Ambra-1. La formación del complejo parece 

estar mediada por la activación alostérica de Vps34, una PI3K de clase III, para 

generar fosfatidil-inositol-3-fosfato, que recluta a otras 2 familias de proteínas (DFCP-

1: doble FYVP domain-containing protein 1 y WIPI: WD-repeat protein interacting with 

phosphoinositides) que participan en la nucleación de los nuevos autofagosomas. A su 

vez, beclina-1 también está regulada por la interacción con otras proteínas como 

Atg14 y UVRAG (UV radiation resistence-associated gene). De hecho, recientes 

evidencias apuntan a que beclina-1 podría formar complejos con otras proteínas como 

Atg 14 o UVRAG y de este modo participar en otras rutas de tráfico vesicular u otros 

puntos de la misma ruta autofágica como la fusión con lisosomas (Itakura E. and 

Mizushima N., 2009; Jaeger et al., 2010; He and Levine, 2010). La familia Bcl-2 

también puede interaccionar con beclina-1, regulando su actividad. En este caso, las 

proteínas antiapoptóticas Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1 interaccionan negativamente con 

beclina-1 impidiendo la iniciación de la autofágia (Kroemer et al., 2010).  

Por otro lado, en la formación de los autofagosomas propiamente dichos 

interviene una familia de proteínas denominadas Atg (autophagy-related genes). 

Actualmente dos complejos distintos son necesarios para la formación de esta 

estructura, denominada fagóforo. Por un lado, el formado por Atg12 y Atg5, y por otro 

lado, la formada por Atg8/LC3 y los sistemas para la conjugación de 

fosfatidiletanolamina. Atg12-Atg5 se encuentran en la formación inicial de la estructura 

pero desaparecen una vez que el autofagosoma está formado. En este sentido, se ha 

propuesto que la membrana que forma parte de las vesículas autofágicas podría 

proceder del retículo endoplásmico, de la membrana externa mitocondrial o de la 

membrana plasmática. Del mismo modo que Atg5 y Atg12, LC3 (Atg8) también se 

encuentra en la membrana del fagóforo y participa en la formación del autofagosoma. 

Sin embargo, la incorporación de LC3 desde el citosol (LC3-I) a la membrana de la 

vesícula (LC3-II) requiere previamente de la conjugación con fosfatidiletanolamina. En 

este proceso intervienen Atg3, Atg4 y Atg7 (ver figura I7). Una vez que el 

autofagosoma ha sido formado, la proteína LC3-II presente en la membrana externa 

de la vesícula, es deslipidada y reciclada. La eliminación de LC3-II de la superficie de 
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la vesícula es necesaria para que la vesícula pueda fusionarse con endosomas o 

lisosomas. Sin embargo, la proteína LC3-II presente en la membrana interna 

permanece hasta que la vesícula se fusiona con lisosomas, momento en el que es 

degradada. Por este motivo, LC3-II es el marcador de vesículas autofágicas más 

utilizado en la mayor parte de los trabajos sobre autofagia, incluida esta tesis. 

(Eskelinen EL, 2005; Longatti and Tooze, 2009). 

Originalmente, los autofagosomas presentan el mismo pH que el citoplasma 

que los rodea, sin embargo, durante el proceso de maduración estas vesículas se 

fusionan con otras endo/lisosomales, lo que hace que el pH se acidifique 

gradualmente. Posiblemente, la acidificación comienza antes de la liberación de las 

enzimas hidrolíticas lisosomales al interior de las vesículas autofágicas, debido a que 

la fusión con otras vesículas les confiere nuevas proteínas de membrana y bombas de 

protones que pueden inducir este ambiente ácido en el interior de la vesícula. 

Finalmente, la fusión con los lisosomas es un proceso complejo mediado por muchas 

proteínas reguladoras como la ATPasa SKD1, proteínas SNARES como Vti-1, 

proteínas de unión a GTP como Rab7, o el receptor de membrana de los lisosomas 

LAMP2. La deficiencia en cualquiera de ellos induce la acumulación de vesículas 

debido a una ineficiente fusión con los lisosomas. Recientemente, la proteína 

presenilina-1 ha sido incluida en este evento, debido a que su deficiencia en cultivos 

celulares y modelos de la enfermedad induce la acumulación de vesículas autofágicas 

con proteínas que normalmente son degradadas vía lisosomal como la telencefalina 

(Eskelinen EL, 2005; Esselens et al., 2004). 
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Finalmente, y en lo que respecta a la AD, ya hemos mencionado anteriormente 

que los enfermos presentan acumulación de vesículas autofágicas en distrofias 

axonales en torno a los depósitos de Aβ. Este fenómeno también se ha observado en 

un modelo de la enfermedad que expresa PS1 y APP (igual que el nuestro), que 

también acumula Aβ en dichas vesículas, lo que sugiere que el procesamiento 

amiloidogénico podría tener lugar en estas vesículas acumuladas (Yu et al., 2004; Yu 

et al., 2005). En este sentido, los enfermos también presentan una regulación al alza 

en los componentes de los lisosomas, lo que sugiere que la degradación por esta vía 

podría estar incrementada en la enfermedad (Cataldo et al., 1995; Cataldo et al., 

1997). Sin embargo, tanto vesículas autofágicas, como el péptido Aβ, que se puede 

degradar por vía lisosomal, se acumulan en los enfermos (Nixon et al., 2005; Yang et 

al., 2011). Estas evidencias sugieren una deficiencia en la maduración final de estas 

vesículas en los enfermos de AD. En este sentido, la implicación de PS1 en el proceso 

de maduración de estas vesículas podría ser fundamental para explicar este proceso, 

Figura I7. Esquema representativo de la formación de los autofagosomas.  Varias proteínas pueden 
regular la estimulación de la autofagia, entre ellas, los complejos formados por beclina-1 o mTOR. La 
formación de las vesículas autofágicas está regulada por las proteínas Atg. La incorporación de LC3 a la 
membrana de la vesícula requiere una lipidación previa, en la que también participan las proteínas Atg. 
Adaptado de Cell signaling corp. 
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al menos en los enfermos con AD familiar. Recientemente, se ha demostrado que 

presenilina-1 participa en la maduración de una subunidad reguladora de la bomba de 

protones lisosomal (V0a1), lo que permite especular con la posibilidad de que las 

mutaciones en presenilina puedan inducir una insuficiente maduración de las vesículas 

autofágicas (Eskelinen EL, 2005). 

 



C. OBJETIVOS DEL TRABAJO 
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1. Identificación de la presencia de péptido β-amiloide soluble en el medio 

extracelular y caracterización de las posibles formas oligoméricas presentes 

en un modelo murino PS1M146LxAPP751-SL de la enfermedad de Alzheimer 

durante el proceso de envejecimiento del animal. 

 

2. Determinación de la capacidad de las formas oligoméricas de Aβ para 

interrumpir las vías de señalización mediadas por neurotrofinas.  

 

2.1 Estudio de la implicación del péptido APPα soluble en la fosforilación de 

GSK-3β a través de los receptores de insulina e IGF-1 y de la vía PI3K-

AKT-GSK-3β. 

2.2 Estudio del efecto de las formas oligoméricas de Aβ en la inhibición de 

la fosforilación de fosforilación de GSK-3β a través de los receptores de 

insulina e IGF-1 y de la vía PI3K-AKT-GSK-3β. 

 

3. Estudio de los mecanismos moleculares y celulares posiblemente 

implicados en un incremento de la concentración de formas oligoméricas de 

Aβ durante el proceso de envejecimiento en los animales PS1xAPP. 

 

3.1 Estudio del procesamiento de la proteína APP y de las enzimas 

implicadas en la ruta de producción del β-amiloide. 

3.2 Estudio de la implicación de los dominios de membrana del tipo Raft 

lipídicos en el procesamiento de APP. 

3.3 Identificación de las evidencias celulares y bioquímicas asociadas a la 

alteración en los sistemas de transporte vesicular a nivel axonal. 

3.4 Estudio de la acumulación de los precursores del β-amiloide en 

vesículas autofágicas y de las deficiencias en la degradación de las 

proteínas acumuladas por vía lisosomal. 

3.5 Estudio de la acumulación del péptido β-amiloide en sinaptosomas 

como posible origen de los oligómeros solubles de Aβ. 

3.6 Estudio de las formas oligoméricas de Aβ presentes en las placas, como 

posible fuente de oligómeros solubles de Aβ.  



 



D. MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Animales de experimentación. 

Para el desarrollo de este trabajo hemos utilizado ratones machos de fondo genético 

puro de 2, 6, 12, 18 y eventualmente hasta 21 meses de edad: 

a) Ratones transgénicos PS1xAPP: 

PS1 (M146L) x APP (751-SL): Modelo de enfermedad de Alzheimer mayoritariamente 

empleado en este trabajo y sumistrado por Sanofi-Aventis Pharma. Se caracteriza por expresar 

la forma mutada de la Presenilina-1 humana (PS1) Met 146 Leu bajo el dominio del promotor 

de la hidroximetilglutaril-CoA(HMG-CoA) reductasa; y la forma mutada de la isoforma de 751 

aminoácidos de la proteína precursora del β-amiloide humano (APP) con dos mutaciones: 

Swedish (Lys-Met 670/671 Asn-Leu) y London (Val 717 Leu) bajo el dominio del promotor 

Thy1. Puesto que la expresión del APP transgénico está bajo el control del promotor Thy1, esta 

proteína sólo  se expresa en neuronas, y no en células gliales. Los ratones transgénicos se 

obtienen cruzando ratones homocigotos PS1 con heterocigotos APP. Todos los animales se 

mantienen en un fondo genético puro, C57BL/6. 

PS1 (∆exon9) x APP (695-S): Modelo de enfermedad de Alzheimer suministrado por 

Jackson Laboratories que hemos empleado eventualmente y como apoyo a los resultados 

obtenidos con el modelo anterior. Se caracteriza por expresar la forma mutada de la 

Presenilina-1 humana (PS1) carente del exón número 9, y la forma mutada de la isoforma de 

695 aminoacidos de la proteína APP con la mutación Swedish (Lys-Met 670/671 Asn-Leu), 

ambos bajo el dominio del promotor de la proteína priónica PrP. Al igual que los anteriores, 

estos ratones también poseen un fondo genético puro C57BL/6.  

b) Ratones controles wild-type: Ratones del mismo fondo genético que los 

anteriores (C57BL/6) no modificados genéticamente y de las mismas edades. 

Todos los animales han sido mantenidos en el estabulario de la la Universidad de 

Sevilla antes de su sacrificio, sometidos a ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, 

bajo condiciones apropiadas de humedad y temperatura (20-25ºC), y con acceso libre a agua y 

alimento (dieta de mantenimiento A.04 de Panlab S.L.). Todos los experimentos se realizaron 

de acuerdo con las directrices del Consejo de la Unión Europea (86/609/EU), siguiendo la 

normativa española (BOE 252/34367-91, 2005) para el uso de animales de experimentación. 

2. Disección de los centros cerebrales de interés. 

Durante el sacrificio, la manipulación de los animales se realizó de acuerdo con las 

normas del comité ético de la Universidad de Sevilla.  

Para la disección de los hipocampos y las cortezas, los animales fueron decapitados 

tras inyección letal con hidrato de cloral (Scharlau) al 6% en cloruro sódico (Merck) al 0,9% 
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(p/v) administrado intra-peritonealmente. Las regiones cerebrales elegidas fueron 

diseccionadas, congeladas en Nitrógeno líquido y mantenidas a –80ºC hasta su uso. 

3. Aislamiento de RNA y proteínas a partir de centros de cerebro. 

3.1 Reactivos 
• Tripure® (Roche). 

• Cloroformo (Sigma). 

• Isopropanol (Sigma). 

• Etanol absoluto (Merck). 

• Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma) al 0.1% (p/v). 

• Solución de guanidina (Sigma) 0.3M en etanol al 95% (v/v). 

• Solución 4% SDS (Applichem), 8M Urea (Panreac), en 40mM Tris-HCl pH 7.5. 

• Geles de Agarosa (Ecogen) al 2% y bromuro de etidio (Bio-Rad) 0.5 µg/ml en TBE 

(90mM ácido bórico, 2.5mM EDTA en 90mM Tris).  

3.2 Fundamento 
El método empleado se basa en la diferente solubilidad de las distintas biomoléculas 

(RNA, DNA, proteínas y lípidos) en disolventes orgánicos (fenol y cloroformo). El proceso 

comienza con la homogenización del tejido y rotura de las células en presencia de tiocianato de 

guanidina, un agente caotrópico que rompe las membranas y desnaturaliza las proteínas, 

incluyendo proteasas, DNAasas y RNAasas. Estas últimas son muy resistentes a la mayoría de 

agentes físicos, incluso al autoclavado, pero se inactivan en presencia de isotiocianato de 

guanidina 4M. Tras añadir cloroformo y centrifugar la solución, aparecen tres fases. La fase 

superior es acuosa, donde está presente el RNA, mientras que las proteínas y DNA se 

encuentran en la interfase y fase orgánica, respectivamente. 

3.3 Aislamiento de RNA 
Una vez extraída la fase superior acuosa de la solución trifásica creada tras la adición 

de cloroformo al homogenado del tejido en tripure, el RNA se recupera por precipitación con 

isopropanol, que disminuye la polaridad del medio e insolubiliza el RNA.  

Es importante que tanto reactivos como material de trabajo estén libres de RNAasas, 

por lo que rutinariamente optamos por tratar el agua con DEPC a una concentración del 0.1% 

(p/v) (Fedorcsak I and Ehrenberg L., 1966), y posteriormente la autoclavamos para eliminar el 

DEPC, ya que este puede inactivar el RNA por carboximetilación. Todos los reactivos y material 

fungible de origen comercial utilizados durante este proceso se adquieren libres de RNAasas, y 

el material físico no fungible (como pinzas o tijeras) se autoclava antes de su uso. 

El RNA se purificó de forma automatizada utilizando el sistema ABI Prism 6100 Nucleic 

Acid PrepStation (Applied Biosystems), que permite purificar hasta 96 muestras 

simultáneamente, y que proporciona gran rendimiento y pureza (1.2-1.5 mg RNA/mg tejido), 
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además de una baja contaminación por DNA y/o proteínas. Este sistema consiste en una 

bomba de vacío que aspira el contenido de las muestras haciéndolo pasar por unos filtros 

donde queda retenido el RNA previamente precipitado con isopropanol. Finalmente, el RNA 

retenido se eluye de estos filtros con agua libre de RNAasas. El uso de este equipo es una 

gran ventaja para nuestro trabajo de laboratorio, dado la pequeña cantidad de material de 

partida, así como el número de muestras que fue necesario procesar. 

3.3.1 Procedimiento 
En primer lugar, las áreas cerebrales objeto de estudio (hipocampos o cortezas) 

procedentes de nuestros animales controles o transgénicos se extraen de los tubos donde se 

encontraban conservados a -80ºC. A continuación, se pesan en balanza de precisión y se 

pasan a un tubo con capacidad para 2 ml esterilizado en autoclave.  

El proceso comienza añadiendo 1 ml del reactivo Tripure® por cada 50-100 mg de 

tejido. A continuación, se procede a la homogenización de la muestra con polytron durante 15 

segundos. El homogenado se deja incubar 5 minutos a temperatura ambiente para permitir una 

disociación completa de los complejos núcleo-proteínas, y posteriormente se añaden 0.2 ml de 

cloroformo por ml inicial de Tripure® añadido. Esta mezcla se agita fuertemente y de nuevo se 

deja incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuación se centrifuga a 

12000xg a 4ºC durante 15 minutos, obteniéndose una solución que contiene tres fases: la fase 

superior acuosa donde está el RNA, la interfase intermedia con el DNA, y la fase inferior que 

contiene las proteínas. Una vez extraída la fase superior, el RNA se recupera por precipitación 

con isopropanol (0,5 ml de isopropanol por mililitro inicial de Tripure® añadido). Posteriormente 

se incuba la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos para favorecer la precipitación. 

Por último, purificamos el RNA precipitado haciendo uso del sistema ABI Prism 6100.  

La purificación y recuperación del RNA utilizando este sigue los pasos que se resumen 

en la tabla M1. 

El RNA así purificado se cuantifica en un espectrofotómetro, aprovechando la 

capacidad de las bases nitrogenadas de absorber a una longitud de onda de 260 nm. Además, 

también determinamos la razón de absorbancias A260/A280 (longitud de onda a la que absorben 

los aminoácidos aromáticos), lo que nos permite conocer el nivel de contaminación por 

proteínas en el RNA purificado. Una razón de 2.1 indica que la muestra de RNA no presenta 

prácticamente contaminación con proteínas. 

Una vez se ha purificado, cuantificado y comprobado su integridad, el RNA se 

almacena a –80ºC hasta su posterior uso. 
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PASO DESCRIPCIÓN ACCIÓN VOLUMEN 
REACTIVO 

TIEMPO 
INCUBACIÓN 

APLICACIÓN  
VACÍO 

POSICIÓN 
PLACA 

- Humedecer pocillos con 
agua tratada con DEPC 40 µl - - - 

1 Cargar muestras 0.5 ml 180 s 80% Desechar 
2 Añadir etanol absoluto 4ºC 0.5 ml 180 s 80% Desechar 
3 Añadir etanol absoluto 4ºC 0.4 ml 180 s 80% Desechar 
4 Añadir etanol absoluto 4ºC 0.3 ml 120 s 60% Desechar 
5 Añadir etanol absoluto 4ºC 0.3 ml 120 s 60% Desechar 
6 Aplicar vacio pre-elución - 300 s 90% Desechar 
7 Suave agitación de la placa - - - Desechar 
8 Eluir con agua tratada con DEPC 150 µl 120 s 40% Eluir 
9 Suave agitación de la placa - - - Eluir 

  

3.3.2 Comprobación de la integridad del RNA purificado 
Para comprobar la integridad del RNA purificado, hemos sometido las muestras de 

RNA a electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Las bandas se visualizan 

posteriormente en un transiluminador, donde debemos observar dos bandas de alto peso 

molecular correspondientes al RNA ribosómico 28S y 18S, un conjunto de bandas no discretas 

a lo largo de todo el carril correspondiente a los diferentes RNA mensajeros, cada uno con su 

tamaño característico, y dos bandas de menor intensidad y peso molecular correspondientes al 

RNA transferente y RNA ribosómico 5S (figura M1). Cuando no se observa este patrón, suele 

aparecer un rastro sin bandas definidas, lo que es indicativo de la degradación del RNA 

aislado. Aquellas muestras que no pasaron nuestro control de calidad, fueron desechadas y no 

se emplearon para retrotranscripción. 

 
 
3.4 Aislamiento de proteínas totales 

A partir de la interfase y la fase orgánica obtenidas en el proceso de homogenización 

con el reactivo Tripure®, procedemos a extraer las proteínas totales. Estas proteínas están 

desnaturalizadas y las utilizamos exclusivamente para estudios de western-blot. 

3.4.1 Procedimiento 
En primer lugar se lleva a cabo la precipitación del DNA para evitar la contaminación de 

la muestra de proteínas. Para ello, se añade etanol al 100% (0.3 ml de etanol por cada ml de 

rRNA28s

rRNA18s

tRNA

rRNA5s

mRNA

RNA total: 1µg

Figura M1. Comprobación de la integridad 
del RNA en gel de agarosa. Un microgramo 
de RNA total es suficiente paa observar el 
patrón de bandas definidas por RNA 
ribosómicos y transferente, así como el el 
conjunto de bandas discretas que forman los 
RNA mensajeros. 

Tabla M1. Programa para la purificación de RNA empleando el sistema ABI Prism 6100 Nucleic Acid 
PrepStation  (Applied Biosystems). 
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usado de reactivo Tripure®). Se tapa el tubo y se invierte varias veces para mezclarlo. 

Después, se incuba la muestra durante 2-3 minutos a temperatura ambiente para permitir que 

el DNA precipite. Se centrifuga la muestra a 2000 xg durante 5 minutos a 4°C, se retira el 

sobrenadante (donde están las proteínas) y se pasan a un tubo nuevo. A continuación, las 

proteínas se precipitan con isopropanol (1.5 ml de isopropanol por cada ml de reactivo 

Tripure®),se agita invirtiendo el tubo varias veces, se incuba 10-15 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifugan 10 minutos a 12000 xg a 4ºC. El precipitado de proteínas se lava con 

0.3M guanidina en 95% (v/v) etanol (2 ml de guanidina por cada ml de reactivo Tripure®  inicial) 

se agita fuertemente y se incuba 20 minutos a temperatura ambiente, para despues centrifugar 

a 7500 xg durante 5 minutos a 4ºC. Este proceso se repite dos veces más y luego se realiza un 

último lavado con 2 ml de etanol absoluto, para eliminar los restos de guanidina. Finalmente, se 

deja secar el precipitado a 37ºC hasta que se evapore todo el alcohol. 

Para solubilizar las proteínas, el precipitado se resuspende en urea 8M-SDS 4% 

tamponado con Tris-HCl pH7.5. Para ello, se adiciona 500 µl de este tampón por cada mililitro 

inicial de Tripure® utilizado y se incuba toda la noche en agitación a temperatura ambiente, tras 

lo cual se procede a la determinación de la cantidad de proteína mediante el método de Lowry. 

Las proteínas solubilizadas se congelan en diferentes alícuotas a -40ºC hasta su uso. 

4. Retrotranscripción. 

4.1 Reactivos 

• Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma) al 0.1% (p/v). 

• Kit de retrotranscripción: High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). 

4.2 Fundamento  
El RNA es una biomolécula muy inestable debido a la alta afinidad que tienen las 

RNAasas por este sustrato. Por este motivo, es preferible trabajar con cDNA (DNA 

complementario al RNA) en lugar del propio RNA. Este cDNA se genera gracias a la enzima 

transcriptasa inversa, que sintetiza una hebra de DNA complementaria a un molde de RNA en 

presencia de un cebador complementario. La selección de estos cebadores se realiza en 

función del RNA que se desee retrotranscribir. De forma general, se pueden emplear tres tipos 

de cebadores: los random primers (pd(N)6), oligo(dT) y cebadores específicos (ver figura M2).  

• Los cebadores específicos son secuencias específicamente diseñadas para la 

retrotranscripción de un RNA diana que codifica para una determinada proteína. 

• Los oligo(dT) son secuencias de 10-15 timinas que se aparean con la cola de poli-

adenina que presentan la mayoría de los RNA mensajeros de las células eucariotas en su 

extremo 3′, por lo que se usa para la retrotranscripción exclusivamente del RNA 

mensajero.  

• Los random primers o pd(N)6, son mezclas de cebadores de 6 nucleotidos que presentan 

combinaciones aleatorias en sus nucleótidos. Esta variante de cebadores gracias a su 
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corta longitud y su alta diversidad en combinaciones de nucleótidos presentan una alta 

probabilidad de que una parte de ellos puedan unirse al RNA en diferentes regiones, por lo 

que se utilizan para conseguir una retrotranscripción de RNA total. Estos han sido los 

cebadores de elección en todas las retrotranscripciones realizadas durante el transcurso 

de este trabajo. 

Después de la retrotranscripción obtenemos un híbrido RNA-DNA que por degradación 

del RNA quedará finalmente como DNA monocatenario.  

 

4.3 Procedimiento 

En este trabajo, hemos empleado un kit de retrotranscripción suministrado por Applied 

Biosystems que viene provisto de Random primers, y por lo tanto lo empleamos para obtener 

una retrotranscripción de RNA total..La combinación de los reactivos del kit da lugar a una 

mezcla de reacción 2X que se mezcla con la muestra en una proporción 1:1 para llevar a cabo 

la retrotranscripción (ver tabla M2). 

Reactivos Concentración final 

Tampón RT 10X 2X 

Random Primers 10X 2X 

Mezcla Deoxinucleótidos 25X 2X 

MultiScribe RT (500U/ul) 5U/ul 

Agua tratada con DEPC Hasta 50µl/reacción 
 

 

Una vez preparada la mezcla de reacción 2X, preparamos  4 µg de RNA de las 

muestras problemas en un volumen final de 50 µl de agua trata con DEPC. A continuación, se 

Tabla M2. Relación de los reactivos suministrados por Applied Biosystems y 
concentración final de los mismos para la reacción de retrotranscripción. 

Figura M2. Esquema ilustrativo de la unión de los diferentes tipos de cebadores que se pueden 
utilizar en retrotranscripción a la hebra de RNA. 
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desnaturaliza el RNA durante 10 minutos a 65ºC, y se enfría el RNA desnaturalizdo en hielo 

para evitar la re-naturalización. Finalmente, añadimos 50 µl de la mezcla de reacción 2X a cada 

tubo de reacción, y se lleva al termociclador para efectuar un ciclo de temperatura a 25ºC 

durante 10 minutos, seguido de 2 horas a 37ºC, y un calentamiento final a 85ºC durante 30 

segundos para favorecer la degradación de las hebras de RNA. El cDNA así obtenido se 

conserva a –40ºC hasta su utilización. 

Con el fin de comprobar que la cantidad de cDNA obtenida tras la reacción de 

retrotranscripción es la misma en todas las muestras objeto de estudio, hemos llevado a cabo 

la amplificación de un gen housekeeper (GAPDH) y comparado los niveles de este gen en 

todas ellas. Normalmente hemos obteniendo la misma expresión de este gen con poca 

variabilidad en todas las muestras independientemente de su origen. En cualquier caso, la 

expresión de este gen también se ha empleado rutinariamente como control interno en todos 

nuestros experimentos con la finalidad de normalizar posibles cambios en la cantidad de cDNA 

de partida en las reacciones de PCR. 

5. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real. 

 5.1 Reactivos 

• Taqman® Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems)  

• FastStart SYBR-Green® Master Mix 2X (Roche) 

• Taqman Gene Expression Assay® Mix 20X (Applied Biosystems) 

• Cebadores específicos (Sentido/Antisentido) (Sigma) 10µM 

• Agua destilada y autoclavada. 

5.2 Fundamento de la amplificación por PCR a tiempo real 
En las técnicas convencionales de PCR el análisis de los productos obtenidos se 

realiza una vez que ha finalizado el proceso de amplificación, normalmente mediante una 

electroforesis en geles de agarosa, que nos permiten evaluar el tamaño y la pureza de los 

productos obtenidos. Por ello, a estas técnicas convencionales de PCR se las denomina 

determinaciones en el punto final. Sin embargo, en la PCR a tiempo real el análisis de los 

productos amplificados se produce durante la misma reacción, monitorizando una señal 

fluorescente asociada al producto de PCR. Para ello, utilizamos termocicladores que son 

capaces detectar la fluorescencia en el transcurso de la reacción. Nosotros hemos utilizado en 

este trabajo dos termocicladores de este tipo: ABI 7000 Sequence Detection System y ABI 

7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

Desafortunadamente, la mayoría de los reactivos empleados para el desarrollo de esta 

metodología son mezclas comerciales, de las que el fabricante no detalla explícitamente 

componentes y concentraciones. Este es el caso tanto de Taqman® Universal PCR Master Mix 

2X como de FastStart SYBR-Green® Master Mix 2X. Ambos tienen todos los componentes 

básicos necesarios para el desarrollo de la PCR a tiempo real: DNA-polimerasa termoestable, 
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deoxinucleótidos trifosfato y cationes mono y divalentes en solución tamponada. Con la 

salvedad de que FastStart SYBR-Green® Master Mix 2X además incluye el colorante 

fluorescente SYBR-green I. Sobre estos reactivos de base se añaden el resto de componentes 

necesarios y la muestra para llevar a cabo la PCR. 

Durante el transcurso de este trabajo hemos empleado dos métodos para asociar el 

producto de PCR específico amplificado a una señal fluorescente: 

Uno de ellos consiste en el uso de cebadores específicos junto con el fluoróforo de 

unión al DNA bicatenario SYBR-green I. Este fluoróforo emite poca fluorescencia mientras está 

en solución (no unido al DNA) o cuando el DNA se encuentra desnaturalizado (monocatenario).  

Sin embargo, durante la etapa de elongación, cantidades crecientes del mismo se intercalan en 

la doble cadena de DNA que se está sintetizando llevando a un aumento de la fluorescencia de 

hasta 100 veces. Por lo tanto, debido a las características de este fluoróforo, la lectura de la 

fluorescencia emitida debe hacerse al final de la etapa de elongación en cada ciclo de PCR 

(figura M3). El incremento de DNA en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la 

fluorescencia emitida por SYBR-green I. El complejo resultante DNA-SYBR Green I presenta 

absorción a una longitud de onda (λ) de 497 nm y un pico de emisión a 520 nm 

(correspondiente a la zona verde del espectro, de ahí su nombre).  

El principal inconveniente de este tipo de fluoróforos es su inespecificidad puesto que 

se unen de manera indiscriminada a productos generados inespecíficamente o a dímeros de 

cebadores (cualquier fragmento de DNA bicatenario). Con la finalidad de minimizar estos 

problemas se deben emplear condiciones de reacción óptimas y cebadores diseñados para ser 

lo más específicos posible para la diana que se desea amplificar y evitar en la medida de lo 

posible que sean complementarios entre sí. Por otra parte, también es recomendable iniciar la 

reacción de síntesis de DNA a temperaturas elevadas (hot-start PCR), lo cual disminuye de 

forma notable el riesgo de amplificaciones inespecíficas. 
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Diseño apropiado de los cebadores que usar junto con SYBR-green I. En primer 

lugar, obtenemos la secuencia del gen de estudio en PubMed.gov (U.S. National Library of  

Medicine and National Institutes of Health) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez). La secuencia 

obtenida se introduce en el programa informático Primer Express v2.0 (Applied Biosystems) 

que nos permite escoger entre las mejores opciones de pares de cebadores posibles, 

optimizados para PCR a tiempo real. Las parejas de cebadores empleadas en este trabajo se 

describen en la tabla M3. Para la amplificación de un segmento del gen objeto de estudio, el 

diseño de cebadores se hace siguiendo los siguientes principios generales:  

a) El contenido C+G debe estar entre 40-60%, con una distribución de las cuatro bases a 

lo largo de la longitud del cebador, evitando regiones polipurínicas o polipirimidínicas. 

b) Los cebadores deben estar diseñados para ser complementarios en las uniones entre 

exones del RNA mensajero maduro (o el cDNA correspondiente), para evitar la 

amplificación a partir la forma inmadura del mRNA o del DNA genómico. 

c) La longitud del cebador debe ser de 18-25 nucleótidos. Menor longitud puede dar 

problemas de inespecificidad y mayor longitud no mejora la eficiencia. Para cada par 

de cebadores su longitud no debería diferir en más de 3 pares de bases. 

d) Los cebadores no deben contener secuencias palindrómicas ni autocomplementarias 

de más de 3 pares de bases de longitud. Estas últimas tienden a formar horquillas, lo 

que podría evitar la unión del cebador a la secuencia de interés. 

e) No debe existir complementariedad entre el par de cebadores diseñados. 

f) Los valores de Tm calculados para cada cebador no deben diferir en más de 5ºC entre 

ellos. 

Figura M3. Unión del colorante fluorescente SYBR-
green I a la doble hebra de DNA durante las fases de la 
PCR. SYBR-green I se representa como rombos negros 
cuando emite fluorescencia residual (en solución) y en verde 
cuando emite su máxima intensidad de fluorescencia (unido 
al DNA bicatenario). 
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g) La naturaleza del extremo 3' del cebador es crucial, siendo recomendable que 

comience en C o G. 

Gen Diana Secuencia Oligos 5´→3´
(Sentido/Antisentido) 

Concentración 
en la reacción 

Referencia de acceso 
al gen 

Transgen 
APP humano  

GGATATGAAGTTCATCATCA 300nM 
x06989 

TCACTGTCGCTATGACAACA 300nM 
Transgen 

PS1 humano 
TGGCTCATCTTGGCTGTG 300nM 

L76517 
ACCAGCATACGAAGTGG 300nM 

 

 

Por otra parte, la mayoría de los equipos para PCR a tiempo real tienen la posibilidad 

de determinar la temperatura de hibridación (Tm) de los fragmentos amplificados durante la 

PCR en un proceso denominado curva de disociación. Cada fragmento amplificado tiene una 

Tm característica, que depende sobre todo de su longitud y del porcentaje en G+C. Esta 

aplicación nos permite comprobar por un lado la especificidad de la reacción, permitiéndonos 

conocer si la reacción de amplificación dio lugar a un solo producto o a más de uno; mientras 

por otra parte, nos permite calcular la Tm del o los fragmentos de DNA amplificados, lo que 

finalmente nos permite conocer, en lo que se refiere a la temperatura de hibridación, si el 

producto amplificado obtenido coincide con el deseado. Este método consiste en someter el 

producto de PCR formado a un calentamiento progresivo desde 50°C hasta 95°C, mientras 

simultáneamente se monitoriza la fluorescencia emitida por SYBR-green I. Cuando la 

temperatura alcanzada coincide con la Tm de la secuencia amplificada, la copias generadas de 

la diana se desnaturalizan y se observa una drástica caída de la fluorescencia debido a la 

disociación del SYBR Green I de la doble hebra de DNA. Los productos de PCR de diferente 

longitud y distinto porcentaje en G+C tienen temperaturas de hibridación diferentes, y por lo 

tanto se observa más de una caída significativa en la fluorescencia emitida en función de la 

temperatura. Cuando se representa la derivada de la fluorescencia con respecto a la 

temperatura (−dF/dT) frente a la temperatura, podemos observar un pico si el producto de PCR 

contenía un único producto de amplificación, o más de uno si durante la PCR se han 

amplificado regiones inespecíficas además de la secuencia diana (figura M4).  

  

Tabla M3. Relación de las parejas de cebadores empleadas en el desarrollo de este trabajo. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

- 59 - 
 

 

El otro método empleado para detectar el producto especifico amplificado por 

fluorescencia es: Taqman Gene Expression Assay® Mix 20X o como lo denominamos más 

comúnmente: Sondas Taqman o sondas de hidrólisis. Estas sondas de hibridación 

específicas son habitualmente nuestra primera elección ya que permiten la detección 

exclusivamente de la diana que se desea amplificar. Estas sondas son oligonucleótidos de 20-

24 bases de longitud, que se unen complementariamente a una secuencia interna dentro del 

fragmento de DNA amplificado. Estas sondas están marcados en el extremo 5’ con un 

fluoróforo donador (reporter) como Fam o Vic (λ máxima de absorción a 495nm y emisión a 

535nm), y en el extremo 3’ con un aceptor o sustancia absorbente (quencher), que absorbe la 

fluorescencia liberada por Fam o Vic, normalmente Tamra (λ máxima de absorción a 560nm y 

emisión a 580nm). De esta forma, el espectro de emisión del primero solapa con el espectro de 

absorción del segundo. En la tabla M4 se presenta una relación de las Sondas Taqman 

empleadas en este trabajo. La secuencia de los cebadores que acompañan a la sonda no es 

facilitada por Applied Biosystems. 

Gen diana Secuencia de la sonda 5´→3´ Referencia
Comercial 

Referencia de 
acceso al gen 

APP murino TCATGGCGTGGTGGAGGTCGACGCC Mm01344172_m1 NM_007471.2 

PS1 murino GGACGGTCAGCTAATCTACACCCCA Mm00501184_m1 NM_008943.1 

BACE-1 CCCCACAGACGCTCAACATCCTGGT Mm00478664_m1 NM_011792.3 

BAG-1 GGCATCCAGCAGGGTTTTCTGGCTA Mm00437768_m1 NM_009736.2 

BAG-3 TGACAGGCCTCAGCCCATGACCCAT Mm00443474_m1 NM_013863.4 

Beclina-1 GATTTTGTCTTCCGTACAGGATGGA Mm01265461_m1 NM_019584.3 
V0a1  

(H+-ATPasa)   GAAGAGGCACGGAACACAGTGGGTC Mm00444210_m1 NM_016920.2 

GAPDH   GAACGGATTTGGCCGTATTGGGCGC Mm99999915_g1 NM_008084.2 

 

Figura M4. Curva de disociación de dos productos de PCR diferentes para la misma diana. La curva 
marcada en verde muestra que la fluorescencia emitida por SYBR-green I durante la reacción corresponde 
a un solo fragmento de DNA amplificado con Tm 53ºC (la secuencia diana); mientras la marcada en rojo 
muestra como la fluorescencia del colorante corresponde con dos secuencias amplificadas diferentes, una 
de ellas especifica (Tm 53ºC) y otra inespecífica .  

Tabla M4. Relación de las Sondas Taqman empleadas en el desarrollo de este trabajo. 
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Mientras la sonda está intacta, no se detecta fluorescencia emitida por el fluorocromos 

Fam o Vic ya que la energía se transfiere vía FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer) 

del fluoróforo de baja longitud de onda en un extremo (reporter) al fluoróforo de alta longitud en 

el otro extremo (quencher), apantallando la fluorescencia de baja longitud de onda. Durante la 

fase de elongación, la sonda que ha hibridado con su secuencia complementaria, va a estar 

unida a una cadena simple de DNA al igual que los cebadores. Cuando la Taq-polimerasa 

alcanza la sonda, su actividad exonucleasa 5’-3’ libera al fluoróforo donador del oligonucleótido, 

por lo que la longitud de onda emitida por éste deja de estar apantallada al estar físicamente 

separado del quencher (ver figura M5). Esta fluorescencia es detectada por el lector acoplado 

en el termociclador. La intensidad de fluorescencia detectada es entonces proporcional a la 

cantidad de copias generadas del amplicon durante la reacción.  

 

5.3 Fundamento de la cuantificación por PCR a tiempo real  
Desde que fue creada en 1996 esta metodología se ha utilizado con diferentes 

objetivos, pero principalmente para la cuantificación de ácidos nucleicos y genotipado. La 

información obtenida en forma de curvas de amplificación se puede utilizar para determinar la 

cantidad inicial de muestra con gran precisión, en un amplio rango de concentraciones 

(muestras con diferencias de más de ocho órdenes de magnitud), y en un gran número de 

muestras de forma simultanea en muy poco tiempo. 

De forma general, el proceso de amplificación exponencial de una determinada diana o 

fragmento de DNA por PCR se define por la ecuación: 

Figura M5. Esquema representativo del funcionamiento de las sondas Tagman. Cuando la 
sonda está intacta, la energía se transfiere vía FRET del fluoróforo de baja longitud de onda en 
un extremo (círculo verde) al fluoróforo de alta longitud en el otro extremo (círculo rojo), 
apantallando la fluorescencia emitida por el primero. Después de la hibridación, la sonda es 
degradada debido a la actividad exonucleasa de la Taq polimerasa, y la transferencia de energía 
vía FRET se interrumpe, por lo que se detecta entonces la fluorescencia de menor longitud de 
onda y disminuye la de mayor longitud de onda.
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Xn= X0 (Ex)n 

Donde “n” es el número de ciclos de la PCR y Xn es la cantidad de la diana amplificada 

tras “n” ciclos de PCR; X0
 
es la cantidad inicial de la diana a amplificar; y Ex

 
es la eficiencia de 

amplificación para la diana X estudiada. La eficiencia de amplificación de una PCR toma 

valores comprendidos entre 1, que supondría no amplificación, y 2, que indicaría una 

amplificación máxima, es decir, todo producto de PCR es replicado en cada ciclo.  

La eficiencia de la PCR, como en otras reacciones bioquímicas, no se mantiene 

constante a lo largo de todo el proceso, siendo máxima al principio de la misma, cuando la 

amplificación se produce de forma exponencial (E=2), mientras que, con el paso de los ciclos la 

eficiencia empieza a disminuir dando lugar a una fase de amplificación lineal, hasta que 

finalmente pasa a ser una reacción de orden 0, apareciendo una fase de saturación. Este 

fenómeno se debe a que inicialmente la concentración de cebadores es muy alta respecto a la 

diana que se desea amplificar, sin embargo, a lo largo de la PCR este ratio va disminuyendo 

progresivamente, por lo que durante el transcurso de la reacción disminuye la probabilidad de 

que los cebadores se apareen con la secuencia diana y aumenta la de que las dos hebras 

complementarias del producto de PCR vuelvan a aparearse entre sí durante la fase de 

hibridación. Por lo tanto, solo al principio de la reacción (fase exponencial de amplificación) se 

duplica todo el material genético correspondiente a la diana después de cada ciclo; mientras 

que en etapas más tardías la eficiencia de la reacción disminuye hasta que finalmente se 

alcanza la saturación. 

Para poder cuantificar las cantidades iniciales presentes de una diana determinada 

mediante PCR a tiempo real, nos basamos en el concepto de Cycle threshold, ciclo threshold 

o Ct, que se define como el ciclo de PCR en el que la curva de amplificación de la diana en 

cuestión se distingue del ruido de fondo o fluorescencia background. El valor de ciclo threshold 

obtenido es directamente dependiente de la cantidad inicial de la diana a amplificar en la 

muestra, y coincide con la fase exponencial de amplificación. El valor umbral o threshold se 

determina automáticamente por el software utilizado para el análisis (SDS v1.7 o v3.2) en 

función de la fluorescencia background existente una vez ha finalizado el experimento y es el 

mismo para todas las muestras, de modo que a nivel cuantitativo lo único que diferencia las 

distintas muestras analizadas es el ciclo en el que alcanzan este umbral (Ct).  

Por lo tanto, cuando n= Ct, la ecuación pasaría a describirse como: 

XCt=X0 (Ex,Ct)Ct 

Donde Ct es el ciclo de amplificación donde se alcanza el umbral threshold y XCt es la 

cantidad de diana amplificada en el ciclo threshold; X0
 
es la cantidad inicial de diana a 

amplificar; y Ex,Ct es la eficiencia de amplificación para la diana en el ciclo threshold. 

Despejando el valor Ct llegamos a esta expresión, que es la ecuación de una recta: 
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Ct= (-1/logEx,Ct)logX0 + logXCt/logEx,Ct 

Donde al representar Ct frente al logaritmo de la cantidad inicial de la diana estudiada, 

la pendiente m sería: -1/logEx,Ct y la ordenada en el origen: logXCt/logEx,Ct. 

Por lo tanto la eficiencia del proceso de PCR para la diana amplificada X, en el ciclo 

threshold, vendría dada por la expresión: 

Ex,Ct= 10-1/m 

Por lo tanto, para obtener un valor de eficiencia máxima Ex,Ct= 2, la pendiente de la 

representación Ct vs logX0 debe tener el valor: -3.2; de donde se deduce que la amplificación 

de la diana presenta su máxima eficiencia en el ciclo threshold. Sin embargo, la eficiencia del 

proceso de PCR en este punto es también dependiente de los cebadores diseñados para la 

diana en cuestión, por lo que se hace necesario un test de este tipo (representación de Ct vs 

logX0) para evaluar la eficiencia del proceso en el ciclo threshold, para cada par de cebadores 

nuevos empleados, antes de abarcar ensayos de cuantificación en las muestras problema. Por 

el contrario, cuando empleamos sondas Taqman no es necesario llevar a cabo este 

procedimiento puesto que Applied Biosystems ofrece garantías de que las sondas empleadas 

se dan lugar a un proceso de amplificación de la máxima eficiencia.  

En la figura M6, se presenta un ejemplo de cómo varia el Ct en función de la cantidad 

inicial de muestra, para la amplificación de GAPDH (Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa) y 

Somatostatina (marcador representativo una subpoblación de interneuronas GABAergicas), 

empleando cebadores específicos para cada uno de ellos junto a SYBR-green I. Como era de 

esperar, la representación de Ct vs logX0 para ambos marcadores muestra pendientes que 

corresponden con una eficiencia ~2. En este sentido, todos los cebadores empleados en el 

transcurso de este trabajo han mostrado una eficiencia de 1.8 a 2, mientras aquellos para los 

que no se han obtenido estos valores han sido desechados, y diseñados otros nuevos en su 

lugar o adquiridas sondas Taqman para la cuantificación. 

Para la cuantificación de los niveles de expresión iniciales de una diana dada hemos 

utilizado el método de comparación de Ct (Ramos et al., 2006), usando GAPDH (Gliceraldehído 

3-fosfato deshidrogenada) como housekeeper o referencia. Éste gen se expresa 

constitutivamente en niveles moderadamente abundantes en la mayoría de los tipos celulares, 

y su expresión normalmente es constante en todas las muestras. Durante el desarrollo de los 

experimentos de PCR a tiempo real para cuantificación, la reacción del housekeeper se hace 

en paralelo con la diana estudiada, y los valores de ciclo threshold (Ct) se calculan con el 

software proporcionado por Applied Biosystems (SDS v1.7 o v3.2) tanto para la diana 

estudiada como para el housekeeper. 
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Por lo tanto, la cantidad amplificada de la diana estudiada (X) y el housekeeper (R) en 

el ciclo threshold vendrá dada por las expresiones: 

XCt=X0 (Ex,Ct)Ct(X) 

RCt=R0 (ER,Ct)Ct(R) 

Donde RCt es la cantidad de moléculas amplificadas del housekeeper en el ciclo 

threshold; R0 es el número de copias inicial del housekeeper; ER,Ct es la eficiencia de 

amplificación para el gen housekeeper en el ciclo threshold; y, Ct(X) y Ct(R) son los valores de 

ciclo threshold (Ct) para la diana amplificada y para la referencia respectivamente. 

Para obtener una relación de la expresión del gen estudiado con respecto al 

housekeeper, procedemos a relacionar los parametros XCt y RCt: 

X0

R0
(ECt)Ct(X)-Ct(R) = K 

 

Para una misma muestra la relación XCt/RCt siempre será constante (K), y asumiendo 

que la eficiencia de amplificación en el ciclo threshold ECt para la diana estudiada y para el 

housekeeper son las mismas, la expresión quedaría así: 

X0

R0
(ECt)Ct(X)-Ct(R) = K 

 

O bien: 

X0

R0
= K (ECt)-∆Ct  

 

Figura M6. Curvas de amplificación para los genes somatostatina y GAPDH. Cantidades de partida de 1; 
2.5; 5 y 10 ul de una dilución 1/100 de la retrotranscripción obtenida para un animal control se han empelado en 
la amplificación de ambos genes. Para la detección empleamos cebadores específicos junto con SYBR-green I. 
En la representación se observa la relación obtenida para el Ct obtenido en función de la cantidad de partida de 
cDNA. En ambos casos, las pendientes obtenidas reflejan una eficiencia de amplificación máxima. 
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Si asumimos que la eficiencia del proceso es máxima en el ciclo threshold, podemos 

concluir: 

X0

R0
= K (2)-∆Ct 

 

Donde X0/R0 es la cantidad inicial normalizada de la diana estudiada, o unidades 

relativas de expresión respecto al housekeeper; y ∆Ct es la diferencia de ciclos de PCR entre 

los ciclos threshold de la diana y la referencia: Ct(X)-Ct(R) en una muestra determinada. 

Finalmente, se normaliza la relación X0/R0 en una muestra dada respecto a una 

referencia interna. En nuestro caso, respecto a la misma relación X0/R0 promedio de un grupo 

de muestras control (normalmente un grupo de animales wild-type de 6 meses).  

X0/R0

X0/R0 (RI) 

K (2)-∆Ct

K (2)-∆Ct (RI) 2-∆∆Ct 

 

Donde RI se refiere a los mismos parámetros para la referencia interna en lugar de 

para la muestra en cuestión; y ∆∆Ct corresponde a la diferencia: ∆Ct (muestra en cuestión) – 

∆Ct (referencia interna). 

Por lo tanto, las unidades de expresión de la diana estudiada normalizada por el 

housekeeper y relativa a una referencia interna, viene dada por la expresión: 

Unidades de expresión relativas = 2-∆∆Ct 

 (Livak and Schmittgen, 2001) 

5.4 Procedimiento 
El procedimiento a seguir para preparar la reacción de PCR a tiempo real es 

ligeramente diferente en función de que usemos SYBR-green I o Sondas Taqman para detectar 

la amplificación de la diana estudiada. 

En el caso de que empleemos SYBR-green I, junto con un par de cebadores 

específicos diseñados para una diana en concreto, debemos hacer en primer lugar un ensayo 

preliminar partiendo de diferentes cantidades de partida de cDNA, con la finalidad de calcular la 

eficiencia del proceso de amplificación en el ciclo threshold al emplear los nuevos cebadores 

(representación de Ct frente logX0). Igualmente, debemos llevar a cabo un protocolo de 

disociación del producto de PCR obtenido con la finalidad de conocer la especificidad de 

nuestros cebadores durante la reacción (ver fundamentos de la amplificación y cuantificación 

por PCR a tiempo real).  
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Una vez comprobada la especificidad de los cebadores y la eficiencia de reacción en el 

ciclo threshold, podemos pasar a cuantificar la expresión de la diana deseada con respecto al 

housekeeper (GAPDH) tanto en las muestras problemas como controles, empleando la 

ecuación de Livak y Schmittegen (2-∆∆Ct), para calcular la expresión relativa de la diana en 

cuestión. 

Para preparar las reacciones de PCR empleando SYBR-green I que hemos 

desarrollado en este trabajo, seguimos los volúmenes especificados en la tabla M5. 

Componentes de la reacción Volumen (µl) 
FastStart SYBR-Green® Master Mix 2X 10 
Cebadores (Sentido/Antisentido) 0.6 
cDNA producto de retrotranscripción (diluido 1/100) 5 
Volumen final (1 reacción) 20 

 

 

 

 

En caso de que optemos por el uso de Sondas Taqman para la amplificación de la 

diana estudiada, no es necesario llevar a cabo las comprobaciones antes mencionadas antes 

de la cuantificación, pues las sondas de hidrólisis suministradas por Applied Biosystems han 

pasado previamente controles pertinentes que nos garantizan tanto la especificidad de la sonda 

por la diana como la eficiencia de amplificación para la diana en el ciclo threshold. Por lo tanto, 

el uso de estas sondas tiene esta ventaja, aunque el inconveniente de ser mucho más costoso 

económicamente. 

Para preparar las reacciones de PCR empleando Sondas Taqman como señal 

fluorescente seguimos los volúmenes especificados en la tabla M6. 

Componentes de la reacción Volumen (µl) 
Taqman® Universal PCR Master Mix 2X 10 
Taqman Gene Expression Assay® Mix 20X 1 
cDNA producto de retrotranscripción (diluido 1/100) 5 
Volumen final (1 reacción) 20 

 

 

 

 

Una vez preparadas las reacciones según la mezcla de volúmenes detallada en placas 

de 96 pocillos compatibles con alguno de los termocicladores empleados para PCR a tiempo 

real (ABI 7000 o ABI 7900HT), pasamos a realizar la amplificación, siguiendo el programa 

detallado en la tabla M7.  

 

Tabla M5. Relación de los reactivos empelados para la amplificación por PCR a tiempo real 
empleando SYBR-green I. El cDNA empelado para la reacción puede estar diluido 1/100, y en este 
caso empleamos 5µl; o bien no diluido, entonces empleamos 1µl. El volumen empleado de cDNA está 
en función de la expresión incial de la diana que se desea amplificar. 

Tabla M6. Relación de los reactivos empelados para la amplificación por PCR a tiempo real 
empleando Taqman. El cDNA empelado para la reacción puede estar diluido 1/100, y en este caso 
empleamos 5µl; o bien no diluido, entonces empleamos 1µl. El volumen empleado de cDNA está en 
función de la expresión inicial de la diana que se desea amplificar. 
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Etapas preliminares 40 ciclos 

Activación de Taq-
polimerasa 

Desnaturalización 
cDNA 

Desnaturalización 
cDNA 

Hibridación / 
Elongación 

50ºC  2 minutos 95ºC 10 minutos 95ºC 15 segundos 60ºC 1 minuto 

 

 

 

6. Obtención de proteínas solubles y preparación de membranas. 

Los extractos de proteínas totales obtenidos a partir de centros cerebrales utilizando el 

reactivo Tripure® Isolation Reagent (Roche) están constituidos por proteínas totalmente 

desnaturalizadas y finalmente solubilizadas en SDS 4%-UREA 8M. La utilidad de estas 

proteínas es principalmente la cuantificación de diferentes marcadores mediante Western-blot 

(ver más adelante). Sin embargo, otras aproximaciones bioquímicas empleadas durante el 

desarrollo de esta tesis no permiten partir de estos extractos, sino que requieren tejido fresco o 

preparaciones de membranas lipídicas.  

6.1 Reactivos 

• Tampón isotónico de trabajo: Sacarosa (Sigma) 0.32M, EDTA (Sigma) 1mM, EGTA 

(Sigma) 1mM en Tris-HCl 20mM pH 7.4. 

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

• Inhibidores de fosfatasas: Na3VO4 (Sigma) 1mM y NaF (Sigma) 50mM. 

6.2 Aislamiento de la fracción de proteínas solubles (S1) 
Un fraccionamiento simple empleado en nuestro laboratorio, y que nos ha servido para 

llevar a cabo varias aproximaciones bioquímicas consiste en separar las proteínas solubles de 

origen extracelular y citosólicas del contenido de membranas lipídicas por ultra-centrifugación 

diferencial. Esta aproximación nos ha permitido llevar a cabo ensayos de inmunoprecipitación 

de Aβ oligomérico soluble y de las formas solubles de la proteína APP del medio extracelular.  

6.2.1 Procedimiento.  
Para la obtención de las fracciones solubles S1 hemos utilizado cortezas de animales 

PS1xAPP o controles, ya que al partir de hipocampos la concentración final de proteínas 

obtenida es demasiado baja. En primer lugar, tomamos una hemicorteza del animal de interés 

y la homogenizamos en Dounce´s (Wheaton) en tampón isotónico frío tris-sacarosa pH 7.4 (40-

50 mg tejido/ml tampón) más un cocktail completo de inhibidores de protesasas y fosfatasas, 

utilizando 50 pases del pistilo con menor diámetro (paso de luz: 0.089-0.14mm), y 20 pases del 

que tiene mayor diámetro (paso de luz: 0.025-0.076mm). Posteriormente, el homogenado de 

corteza se centrifuga a 1500 xg, durante 10 minutos a 4ºC, para precipitar núcleos y tejido no 

disgregado mecánicamente. El precipitado lo descartamos y el sobrenadante lo centrifugamos 

Tabla M7. Programa predeterminado de amplificación para PCR a tiempo real. Estas condiciones han sido 
previamente establecidas por Applied Biosystems para el uso de Sondas Taqman o cebadores diseñados con el 
software Primer Express v2.0. 
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de nuevo a 100.000 xg durante 1 hora a 4ºC (Optima Max; Beckman Coulter). El sobrenadante 

resultante de ésta ultracentrifugación constituye la fracción de proteínas solubles 

extracelular/citosólicas (S1). A las fracciones S1 aisladas se les determina la concentración de 

proteínas mediante micro-lowry, para posteriormente alicuotear y congelar a -80ºC hasta su 

uso.  

6.3 Preparación de membranas lipídicas 
La fracción de membranas obtenida tras homogenizar las cortezas de los animales 

constituyen una muestra partida óptima a la hora de estudiar proteínas de membrana o la 

actividad enzimática implicada en la ruta de producción del β-amiloide. 

6.3.1 Procedimiento  
Tras aislar la fracción S1 según el procedimiento descrito en el apartado 6.2.1, tomamos el 

pellet de membranas precipitado a 100.000 xg y lo resuspendemos en el mismo tampón 

isotónico junto con un coktail de inhibidores de proteasas y fosfatasas para lavar y centrifugar. 

El sobrenadante de este lavado se descarta, y el precipitado de membranas se resuspende de 

nuevo en el mismo tampón. Tras determinar la concentración de proteínas el homogenado se 

alicuotea y congela a -80ºC hasta su uso. Cabe destacar que en el caso de los animales 

PS1xAPP, estas preparaciones de membranas contienen además placas de β-amiloide 

extracelulares e insolubles, como se mostrará más adelante en el apartado de resultados. 

7. Solubilización secuencial de proteínas de membrana 

7.1 Reactivos 

• Solución CHAPS (Sigma) al 1% (p/v) en PBS frío. 

• Solución CHAPS al 1%(p/v), DOC (Sigma) al 1% (p/v) y SDS (Applichem) al 2% (p/v) 

en PBS frío. 

• Solución SDS al 2% (p/v) en PBS. 

• Solución SDS al 4% (p/v) y UREA (Panreac) 8M en PBS. 

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

• Inhibidores de fosfatasas: Na3VO4 (Sigma) 1mM y NaF (Sigma) 50mM. 

7.2 Fundamento 
A partir de las preparaciones de membranas, vamos a analizar la solubilidad de las 

proteínas de membrana bajo diferentes condiciones. A este tipo de experimentos los 

denominamos “de solubilización secuencial” porque la misma muestra es solubilizada 

sucesivamente en una batería de detergentes partiendo de condiciones suaves hasta otras 

más agresivas. De este modo, podemos conocer la diferente susceptibilidad de las proteínas 

de membrana a solubilizarse por diferentes detergentes. El principal factor que determina una 

correcta solubilización es la concentración inicial de lípidos, por lo que optamos por solubilizar a 

concentraciones bajas de proteína (1 mg/ml) con el fin de conseguir la formación de micelas 

detergente-lípido y detergente-proteína. En primer lugar utilizamos CHAPS, que es un 
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detergente zwitterionico no desnaturalizante con baja capacidad para solubilizar proteínas de 

membranas. Según nuestros resultados, con este detergente solamente conseguimos 

solubilizar del 30-50% de las proteínas de membranas. A la fracción remanente de proteínas no 

solubilizadas añadimos una mezcla de CHAPS-DOC-SDS. Las micelas mixtas formadas por 

estos 3 detergentes poseen propiedades de solubilización intermedias entre el CHAPS y el 

SDS. Finalmente, utilizamos SDS al 2% para solubilizar la fracción resistente a la mezcla 

anterior. En el caso de membranas procedentes de animales WT conseguimos de esta manera 

solubilizar la totalidad de las proteínas, sin embargo, en el caso de los animales transgénicos, 

la presencia de placas del amiloide hace necesario utilizar una última solubilización con SDS 

4%-Urea 8M, combinación que habitualmente utilizamos para solubilizar las placas del 

amiloide. 

7.3 Procedimiento 
En primer lugar preparamos una mezcla de membranas de corteza de 3 animales wild-

type o PS1xAPP conteniendo 200µg de proteína en PBS junto con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas. Esta mezcla se centrifuga a 100.000 xg, 1 hora, a 4ºC para precipitar las 

membranas. Tras descartar el sobrenadante, el pellet de membranas se solubiliza en 200 µl de 

CHAPS 2% durante 30 minutos a 4ºC. Pasado los primeros 5 minutos, la muestra se sonica 

dos veces 30 segundos a 50W. Posteriormente, centrifugamos a 100.000 xg durante 1 hora a 

4ºC, para precipitar el pellet resistente a la solubilización por este detergente. El sobrenadante 

se  congela a -80ºC para posterior análisis y el precipitado se solubiliza en 200 µl de una 

mezcla más agresiva (CHAPS1%-DOC1%-SDS2%) a 4ºC durante 30 minutos, es sonicado 

bajo las condiciones anteriormente descritas, y después se centrifuga a 100.000 xg durante 1 

hora a 4ºC. Almacenamos el sobrenadante y repetiremos el mismo procedimiento con el pellet 

utilizando 200 µl de SDS 2% a temperatura ambiente, para evitar que precipite el SDS. De esta 

solubilización obtenemos un último precipitado tras centrifugar a 100.000 xg, que 

solubilizaremos con 200 µl de SDS 4%-Urea 8M durante 1 hora a temperatura ambiente.  

8. Discriminación de proteínas presentes en dominos de membrana resistentes 
a la solubilización por detergentes (Rafts lipídicos). 

Además de las proteína extraidas por “solubilización secuencial”, hemos aislado las 

proteínas contenidas en regiones de membrana tipo DRM/“Raft” (dominios de membrana 

resistentes a la solubilización por detergentes) ricos en lípidos, especialmente colesterol y 

esfingolípidos (Simons and Toomre, 2000para revisión). 

8.1 Reactivos 

• Solución de sacarosa (Sigma) al 90% (p/v) en PBS. 

• Solución de sacarosa al 35% (p/v) en PBS. 

• Solución de sacarosa al 5% (p/v) en PBS. 

• Solución de CHAPS (Sigma) al 2% (p/v) en PBS. 
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• Inhibidores de proteasas (Roche). 

8.2 Fundamento 
Después de un tratamiento con un detergente suave, las proteínas de los dominios 

DRM/Raft probablemente forman micelas mixtas detergente-lípido-proteína capaces de flotar 

en un gradiente de densidad en medio acuoso y diferenciarse de las proteínas aisladas en 

micelas puras de detergente. Para este tipo de experimentos se parte de una concentración 

baja de proteínas de membrana (1 mg/ml), y se usan detergentes con baja capacidad para 

solubilizar y bajo poder desnaturalizante (normalmente detergentes no iónicos o zwitterionicos).  

8.3 Procedimiento 
Partimos de una preparación de membranas de corteza con 200 µg de proteína, que se 

somete a sonicación (2 pulsos de 30 segundos a 50W), seguido de centrifugación a 100.000 

xg, durante 1 horas a 4ºC, en un rotor basculante TLS-55 (Beckman Coulter).  

Las membranas precipitadas se solubilizan durante 30 minutos en 200 µl de CHAPS al 

2% en PBS a 4ºC en presencia de inhibidores de proteasa, y posteriormente añadimos 200µl 

de sacarosa al 90%. Tras mezclar bien ambas fases obtenenemos 0.4ml de una fase de 

sacarosa al 45% que contiene las proteínas solubilizadas. Sobre esta fase depositamos con 

una pipeta Pasteur de vidrio 1.2ml de sacarosa al 45%. Finalmente situamos sobre la fase al 

35% 0.4ml de sacarosa al 5%, obteniendo así un volumen de 2ml de un gradiente discontinuo 

de sacarosa. 

A continuación, centrifugamos el gradiente a 100.000 xg durante 18 horas a 4ºC en el 

rotor basculante TLS-55 (Optima max; Beckman Coulter) (Abad-Rodriguez et al., 2004); (Hur 

JY et al., 2008) evitando los cambios bruscos en la aceleración/desaceleración. Pasado este 

tiempo, en el gradiente se puede observar una interfase entre las fases del 5%-35% y 35%-

45%. Tomamos10 alícuotas de 200 µl desde la superficie del gradiente hasta el fondo del tubo. 

Finalmente el pellet del gradiente se solubiliza en 200µl de SDS al 2% o de SDS 4%-Urea 8M 

durante 30 minutos. Todas las fracciones del gradiente se guardan a -80ºC hasta que las 

usemos para analizarlas por western-blot.       

8.4 Elección del detergente adecuado para discriminar proteínas de membrana 
presentes en dominios DRM/Raft lipídico 

Para solubilizar las proteinas de membranas hemos utilizado numerosos detergentes y 

condiciones.. El detergente de elección para diferenciar las proteínas solubilizadas en gradiente 

de densidad ha sido CHAPS al 2% (Schuck et al., 2003). Previamente hemos estudiado la 

capacidad de flotación en el gradiente de sacarosa de dos marcadores de Raft lipídicos 

(flotilina-1 y caveolina-2) tras de solubilizar la muestra de membranas en distintos detergentes: 

CHAPS1%; CHAPS 2%; CHAPS1%-DOC1%; CHAPS1%-SDSX%; CHAPS1%-DOC1%-

SDS2%; Octilglucosido 2%; y Tritón X-100 1% (ver figuras M7 y M8). 
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Figura M7. Análisis de flotilina-1 en gradientes de sacarosa tras solubilización empleando diversos 
detergentes.   
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De acuerdo con los resultados mostrados en las figuras M7 y M8, hemos optado por 

emplear CHAPS al 2% para para discriminar las proteínas de membrana presentes en 

dominios DRM  en animales wild-type y PS1xAPP de distintas edades.  

9. Obtención/fraccionamiento de muestras en gradientes de densidad. 

9.1 Aislamiento de sinaptosomas de ratón en gradientes de ficoll PM400 

Las muestras de sinaptosomas, aun aisladas con distintos métodos, se utilizan 

ampliamente para el estudio de los mecanismos moleculares implicados en la enfermedad de 

Alzheimer (Castegna et al., 2004; Fein et al., 2008; Gong et al., 2009).  
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Figura M8. Análisis de caveolina-2 en gradientes de sacarosa tras solubilización empleando diversos 
detergentes.  
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9.1.1 Reactivos 

• Tampón de trabajo isotónico: 0.32M sacarosa (Applichem), 1mM EDTA (Sigma), 1mM 

EGTA (Sigma) en 20mM Tris-HCl pH 7.5. 

• Solución ficoll PM400 (Amersham) al 16% (p/v) en solución de trabajo. 

• Solución ficoll PM400 (Amersham) al 7% (p/v) en solución de trabajo. 

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

• Inhibidores de fosfatasas: Na3VO4 (Sigma) 1mM y NaF (Sigma) 50mM. 

9.1.2 Fundamento  
El método seguido para aislar sinaptosomas de nuestros animales WT y transgénicos 

es prácticamente igual al descrito por (Booth RF and Clark JB, 1978), con algunas 

modificaciones. Según este método, los sinaptosomas formados durante el proceso de 

homogenización se precipitan a 12000 xg a 4ºC, y se aislan por flotación en un gradiente 

discontinuo de ficoll PM400, que consta de 3 fases: 13%, 7% y 0% (p/v). Brevemente, tras la 

centrifugación a 12000 xg de un sobrenadante post-nuclear se obtiene un pellet denominado 

fracción mitocondrial cruda, donde se encuentra el contenido total de mitocondrias, tanto las 

libres como las englobadas en sinaptosomas. Este pellet se resuspende en una fase de ficoll al 

13%,. Tras la centrifugación de este gradiente a 100 000 xg las mitocondrias libres quedan en 

el pellet del gradiente mientras los sinaptosomas se diferencian en la interfase entre el 13% y el 

7% (p/v). Por otro lado, el contenido de orgánulos celulares no precipitados a 12000 xg (sin 

mitocondrias) es denominado fracción microsomal, y también se recupera por centrifugación a 

100 000 xg. 

Aunque el protocolo descrito en este trabajo se basa en la flotabilidad de los 

sinaptosomas en gradiente de ficoll, otros autores también han optado por alternativas como el 

uso de gradientes de sacarosa o percoll con resultados satisfactorios.  

9.1.3 Procedimiento 
En primer lugar, descongelamos y pesamos una hemicorteza de ratón (80-100mg), 

previamente diseccionada. Este tejido se homogeniza  en 2ml de solución de trabajo isotónica 

a 4ºC, junto con inhibidores de proteasas y fosfatasas, utilizando 50 pases del pistilo con menor 

diámetro (paso de luz: 0.089-0.14mm), y 20 pases del que tiene mayor diámetro (paso de luz: 

0.025-0.076mm). El homogenado se centrifuga a 1500 xg a 4ºC durante 10 minutos. A 

continuación, sometemos el sobrenadante post-nuclear  a una nueva centrifugación a 12600 xg 

a 4ºC durante 20 minutos tras la que obtenemos un pellet (extracto crudo mitocondrial, que 

contiene mitocondrias libres y sinaptosomas), y un sobrenadante en el que están las 

membranas microsomales, y las proteínas solubles del citosol/medio extracelular. A partir del 

pellet obtendremos la fracción sinaptosomal, y del sobrenadante la fracción microsomal y la 

soluble (S1). 
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El pellet  producto de la centrifugación a 12600 xg, lo resuspendemos en 0.65ml de 

ficoll al 16% (p/v) en tampón de trabajo isotónico a 4ºC, y lo llevamos hasta un volumen final de 

0.8ml para conseguir una fase de ficoll al 13% (p/v).. Sobre esta fase depositamos otra de 

0.8ml de ficoll al 7% (p/v), y una más de 0.4 ml de la solución isotónica de trabajo sin ficoll, con 

lo que finalmente obtenemos nuestro gradiente discontinuo de ficoll. Este gradiente se 

centrifuga durante 45 minutos a 100.000 xg y a 4ºC. Haciendo uso de una pipeta Pasteur 

aspiramos la interfase del 13 al 7% ficoll (fracción sinaptosomal),y la diluimos con 12ml más de 

la solución de trabajo isotónica a 4ºC, para conseguir que los sinaptosomas precipiten por 

centrifugación. Tras centrifugar a 12600 xg durante 20 minutos, a 4ºC, el pellet de 

sinaptosomas se lava y se resuspende en 150 µl de la solución de trabajo isotónica con 

inhibidores de proteasas/fosfatasas (2x).  

El sobrenadante procedente de la centrifugación a 12600 xg, se centrifuga a 100.000 

xg durante 1 hora a 4ºC en un rotor TLA-110 (Beckman-Coulter) obteniendose un nuevo 

sobrenadante (fracción de proteínas solubles a la que hemos denominado rutinariamente S1) y 

un pellet, correspondiente a la fracción microsomal. Dicho pellet se lava en solución de trabajo 

isotónica, y se resuspende en 150 µl del mismo tampón de trabajo con inhibidores de 

proteasas/fosfatasas (2x). Tras determinar la cantidad de proteína mediante micro-lowry, todas 

las fracciones obtenidas siguiendo este protocolo se alicuotean y congelan a -80ºC hasta su 

uso. 

Como control interno indicativo de la eficiencia del asilamiento de sinaptosomas hemos 

empleado la inmuno-reactividad detectada por western-blot de la enzima ATP-sintetasa-β 

mitocondrial. Por un lado, las mitocondrias libres no pueden flotar en ficoll al 13% (p/v), por lo 

que la detección de este marcador en la interfase del 13% al 7% (p/v) ficoll es indicativa de la 

presencia e integridad de los sinaptosomas aislados siguiendo este método. Por otro lado, bajo 

las condiciones descritas para precipitar los sinaptosomas (20 minutos, 12600 xg), no hemos 

encontrado la enzima ATP-sintetasa-β mitocondrial en la fracción microsomal (figura M9), lo 

que indica que prácticamente la totalidad de las mitocondrias libres y sinaptosomas, que se 

encontraban inicialmente en el homogenado del tejido, han sido precipitadas bajo las 

condiciones descritas.  

 

ATPsintetasa-ß

ß-actina

Figura M9. Presencia de la enzima ATP-sintetasa-β en la 
fracción micro- y sinaptosomal. Cantidades iguales de 
proteínas se han empleado para testar la presencia de de 
esta enzima por western-blot  en estas fracciones. 
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9.1.4 Calculo del rango de densidad en el que se diferencian los sinaptosomas en 

gradiente discontinuo de ficoll PM400. 
Con objeto de conocer la densidad en la cual podemos diferenciar los sinaptosomas en 

un gradiente de ficoll, hemos preparado una serie de diluciones seriadas de ficoll al 16%, 13%, 

10%, 7%, 4% y 0% (p/v) en solución isotónica de trabajo, a las que hemos determinado la 

densidad ρ (g/ml). A partir de los resultados obtenidos, hemos construido una curva patrón 

(figura M10), según la cual la interfase de ficoll del 13% al 7%, donde se aíslan los 

sinaptosomas, comprendería un rango de densidad de 1.077 a 1.095 g/ml. 

 

9.2 Fraccionamiento del contenido microsomal en gradientes de iodixanol 
(Optiprep®).  

 9.2.1 Reactivos 

• Optiprep® (Sigma): Iodixanol 60% (p/v) en agua. 

• Optiprep solución de trabajo isotónica: 50% (p/v) Iodixanol, 0.25M sacarosa (Sigma), 

1mM EDTA (Sigma), 1mM EGTA (Sigma), 10mM Tris-HCl pH 7.5. 

• Solución de trabajo isotónica: 0.25M sacarosa (Sigma), 1mM EDTA (Sigma), 1mM 

EGTA (Sigma), 10mM Tris-HCl pH 7.5. 

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

9.2.2 Fundamento 
Los orgánulos celulares son compartimentos membranosos susceptibles de 

diferenciarse en gradientes de densidad. Tanto el contenido de membranas procedente de un 

lisado de células en cultivo (Iwata et al., 2001; Kim et al., 2002; Woods et al., 2002; Hood et al., 

2004; Hirose et al., 2004), como el procedente de homogenados de tejidos (Koulen et al., 2002; 

Lee et al., 2003; Salvi et al., 2004; Gandy et al., 2007)  puede ser fraccionado en gradientes 

continuos de iodixanol. Sin embargo, cuando se usan homogenados de regiones cerebrales, 

los sinaptosomas formados durante el proceso de homogenización pueden interferir en la 

Ficoll PM400 (g/100ml) en solución de trabajo.
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Figura M10. Densidad versus 
concentración de ficoll PM400. Relación 
lineal entre el valor de densidad ρ (g/ml) y la 
concentración de ficoll PM400 (g/100ml) en 
solución isotónica de trabajo. 
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diferenciación de orgánulos en un gradiente de densidad. Por este motivo, hemos optado por 

someter a esta técnica el contenido de membranas correspondiente a la fracción microsomal, 

libre de mitocondrias, sinaptosomas y proteínas solubles. La densidad de los compartimentos 

membranosos de origen celular cambia de este modo: membrana plasmática < endosomas 

tempranos < trans-Golgi < cis-golgi < retículo endoplásmico < endosomas tardíos < lisosomas 

(Li et al., 2002), aunque existen excepciones a este esquema general. En la tabla M8 se  

detallan los marcadores empleados en este trabajo para la identificación de los orgánulos 

celulares y en la tabla M13 las características más relevantes de los anticuerpos utilizados en 

la detección de estos marcadores.  

Aunque hemos empleado distintas aproximaciones para el fraccionamiento de los 

orgánulos celulares en base a su densidad, finalmente hemos optado por utilizar tiempos largos 

de centrifugación a velocidad baja (18 horas, a 50 000 xg), desechando otras condiciones con 

tiempos más cortos (1-3 horas) a velocidad de centrifugación más alta (100 000 - 200 000 xg) 

(Kim et al., 2002). De este modo conseguimos un verdadero equilibrio en la separación 

diferencial de los compartimentos celulares en función de su densidad.   

Orgánulo celular Marcador relacionado 

Retículo endoplásmico Grp78 

Trans-Golgi Sintaxina 6 

Endosomas tardíos Sintaxina 13 

Cuerpos multi-vesiculares (MVB) Rab7 

Mitocondrias ATP-sintetasa-β 

Vesículas autofágicas (AVs) LC3-II; Rab7 (AVs maduras) 

 
 
9.2.3 Procedimiento 
Tras homogenización de una hemicorteza bajo las condiciones descritas en el apartado 

9.1.3 se obtiene la fracción microsomal, que se somete a centrifugación a 100.000 xg. El pellet 

de membrnas asi obtenido se resuspende en 200 μl de del tampón isotónico, y a continuación 

se mezclan con el mismo volumen de iodixanol al 50% (p/v) a 4ºC, obteniéndose una fase de 

400 µl de iodixanol al 25%. Sobre esta fase de iodixanol al 25%, situamos 8 fases sucesivas de 

200 µl con concentraciones decrecientes de iodixanol (22.5%; 20%; 17.5%; 15%; 12.5%; 10%; 

7.5% y 5% (p/v)), obtenidas por dilución de iodixanol al 50% (p/v) en solución de trabajo 

isotónica.  

Una vez construido el gradiente, lo centrifugamos a 50 000 xg durante 18 horas a 4ºC 

produciendose así un gradiente continuo por difusión. Seguidamente extraemos desde la parte 

superior del gradiente 10 fracciones consecutivas de 200ul cada una (no se observa pellet tras 

Tabla M8. Marcadores empleados en la detección de orgánulos celulares. 
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centrifugar estos gradientes). Las fracciones así obtenidas se congelan a -40ºC hasta su uso 

para el análisis de diferentes proteínas por western-blot. 

9.2.4 Cálculo de la densidad en la que se diferencian las vesículas autofágicas en 
gradiente continuo de iodixanol 

Aunque hemos empleado los gradientes de iodixanol para diferenciar vesículas 

autofágicas e intentar separarlas de otros compartimentos celulares, desafortunadamente no 

hemos conseguido una separación óptima de los compartimentos celulares estudiados. De 

hecho, tras fraccionar el contenido microsomal de células N2a o de cortezas de animales 

transgénicos hemos obtenido resultados muy similares en la colocalización de los marcadores 

de vesículas autofágicas (LC3-II), lisosomas (LAMP-1) y cuerpos multivesiculares (Rab7), y por 

otro lado de los marcadores de retículo endoplásmico (Grp78), y trans-golgi (sintaxina 6).  

Sin embargo, este método nos ha servido como una aproximación preliminar para 

estudiar la co-localización de marcadores de vesículas autofágicas y proteínas implicadas en el 

procesamiento del APP,  así como para hacer un cálculo aproximado del rango de densidad en 

el que se diferencian las vesículas autofágicas. En este sentido, siguiendo el protocolo anterior, 

hemos fraccionado el sobrenadante post-nuclear de un lisado de células de neuroblastoma 

N2a. Posteriormente, hemos calculado en cada una de las fracciones aisladas tras 18 horas de 

centrifugación el índice de refracción (η), densidad (ρ) y concentración de iodixanol (g/100ml), 

basándonos en la relaciones detalladas por el fabricante (Sigma) (figura M11).  

 

Tras fraccionar el contenido microsomal de dos lisados celulares N2a en gradientes de 

iodixanol obtuvimos los resultados mostrados en la tabla M9, en la que la concentración inicial 

de iodixanol corresponde a la de las fases superpuestas durante la construcción del gradiente, 

y la final, a la calculada para cada fracción en función de su índice de refracción después de 

centrifugación a 50 000 xg durante 18 horas. 

 

 

Figura M11. Relación de la densidad e índice 
de refracción con la concentración de 
iodixanol. De acuerdo con la información que 
acompaña Optiprep® (Sigma), hemos 
establecido una relación lineal entre la densidad 
ρ (g/ml) y el índice de refracción (η) de la 
solución con la concentración de iodixanol 
(g/100ml) en solución isotónica de trabajo.  
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Fracción 
(200µl/fracción) 

Iodixanol inicial 
(g/100ml) 

Índice de refracción 
(η) 

Densidad 
(ρ) (g/ml) 

Iodixanol final 
(g/100ml) 

1 5 1.3540 1.0612 6.46 

2 7.5 1.3566 1.0700 8.29 

3 10 1.3596 1.0806 10.48 

4 12.5 1.3627 1.0914 12.70 

5 15 1.3655 1.1011 14.71 

6 17.5 1.3685 1.1114 16.86 

7 20 1.3724 1.1250 19.66 

8 22.5 1.3755 1.1357 21.88 

9 25 1.3840 1.1650 27.94 

10 25 1.3977 1.2126 37.76 

 
 

Como se puede observar en la representación gráfica de los datos mostrados en la 

tabla M9 (figura M12), la concentración de iodixanol aumenta de forma lineal hasta la fracción 

nº 8, y a partir de ella produce un aumento exponencial, posiblemente originado por la 

tendencia de las moléculas de iodixanol a sedimentar durante la centrifugación.  

Tras analizar la expresión del marcador de vesículas autofágicas LC3-II en cada una de 

las fracciones del gradiente de iodixanol pudimos constatar que dichas vesículas muestran 

capacidad para flotar en las fracciones 2, 3 y 4 mayoritariamente. Por tanto, bajo las 

condiciones experimentales descritas, las vesículas autofágicas de las células N2a se 

diferencian en un rango de densidad aproximado de 1.070 a 1.091, con un pico en 1.08 g/ml, 

coincidiendo con el rango en el que se diferencian los sinaptosomas en un gradiente 

discontinuo de ficoll PM400 (descrito en el apartado anterior). 

Tabla M9. Índice de refracción, densidad y concentración de iodoxanol en fracciones de un gradiente de 
iodixanol en células N2a. Tras fraccionar el contenido microsomal de un cultivo de células N2a en gradiente 
continuo de iodixanol, hemos determinado el índice de refracción (η) para cada una de las fracciones obtenidas 
del gradiente. En función de η hemos determinado la densidad (ρ) (g/ml) y la concentración de iodixanol en cada 
fracción (g/100ml). Las fracciones marcadas en rojo corresponden con aquellas inmuno-positivas para LC3-II 
mayoritariamente. 
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 9.3 Obtención de una fracción enriquecida en vesículas autofágicas en gradiente 
de ficoll PM400 

9.3.1 Reactivos: 

• Tampón de trabajo isotónico: 0.32M sacarosa (Applichem), 1mM EDTA (Sigma), 1mM 

EGTA (Sigma) en 20mM Tris-HCl pH 7.5. 

• Solución ficoll PM400 (Amersham) al 16% (p/v) en solución de trabajo. 

• Solución ficoll PM400 (Amersham) al 7% (p/v) en solución de trabajo. 

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

• Inhibidores de fosfatasas: Na3VO4 (Sigma) 1mM y NaF (Sigma) 50mM. 

9.3.2 Fundamento: 
Como ya hemos comentado anteriormente el fraccionamiento en gradiente continuo de 

iodixanol no nos permitió una separación óptima de los compartimentos celulares estudiados,. 

Por tanto optamos por usar un protocolo específico para aislar vesículas autofágicas (AVs) 

usando gradientes discontinuos de metrizamida, que permiten aislar dos fracciones de 

vesículas autofágicas (pesadas y ligeras), y una de lisosomas (Yu et al., 2004; Yu et al., 2005; 

Yang et al., 2009).  

El método, descrito por primera vez por Wattiaux et al., 1978 y Marzella et al., 1982, es 

sencillo y semejante al empleado para obtener sinaptosomas, aunque con modificaciones. En 

este caso, el extracto mitocondrial crudo se obtiene por centrifugación a más velocidad (17000-

Figura M12. Representación de la concentración de iodixanol calculada y el porcentaje de 
LC3-II detectado en fracciones de gradiente de iodixanol para N2a. Representación de los 
datos mostrados en la tabla M9 para η, ρ (g/ml) y la concentración calculada de iodixanol 
(g/100ml) en cada una de las fracciones obtenidas del gradiente discontinuo de iodixanol tras 
fraccionar el contenido microsomal de células N2a. En rojo se representa el porcentaje de LC3-II 
en cada fracción respecto al total en todo el gradiente.  
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24000 xg). El contenido de membranas precipitado se fracciona en un gradiente de 

metrizamida con al menos 4 fases: 26%; 24%; 20% y 15% (p/v). Este gradiente se centrifuga a 

100 000 xg, 1-3 horas, para conseguir que las vesículas floten hasta las interfases. 

Concretamente, en la interfase 15-20% se diferencia una fracción ligera de vesículas 

autofágicas (LAV), y en la interfase 20-24% una pesada (HAV). Por otra parte, los lisosomas se 

diferencian en la interfase 24-26% (Yu et al., 2005; Yang et al., 2009). De acuerdo con Wattiaux 

R. et al. 1978 concluimos que la interfase 15-20% equivale a un intervalo de densidad de 1.076 

a 1.106 g/ml; la interfase 20-24%: 1.106 a 1.130 g/ml; y la interfase 24-26%: 1.130 a 1.142 

g/ml.  

Estos resultados son parcialmente semejantes a los obtenidos previamente en el 

gradiente de iodixanol (apartado 9.2.4), ya que la fracción ligera de vesículas autofágicas se 

diferencia en el mismo rango de densidad. Sin embargo en los gradientes de iodixanol no se 

diferencian 2 fracciones de vesículas autofágicas, probablemente debido a las distintas 

muestras de partida utilizadas en cada caso. 

Puesto que la densidad en la que se aíslan las vesículas autofágicas es muy 

aproximada al rango donde se aíslan los sinaptosomas en gradiente discontinuo de ficoll 

PM400, hemos optado por adaptar la metodología de aislamiento de sinaptosomas con objeto 

de obtener a partir del mismo procedimiento una fracción enriquecida en autofagosomas. 

9.3.3 Procedimiento    
El protocolo empleado es muy similar al descrito anteriormente para el aislamiento de 

sinaptosomas en gradientes de ficoll PM400. Partimos igualmente de una hemicorteza de ratón 

(80-100mg) que homogenizamos en tampón isotónico de trabajo en presencia de inhibidores 

de proteasa y fosfatasas. La diferencia está en que el sobrenadante post-nuclear se centrifuga 

a 17 000 xg durante 20 minutos a 4ºC, obteniéndose un pellet que corresponde al extracto 

mitocondrial crudo enriquecido en vesículas autofágicas y lisosomas (Yu et al., 2005). 

Posteriormente este pellet se resuspende en ficoll PM400 al 16%(p/v) y se centrifuga 

en un gradiente discontinuo de ficoll (descrito en el apartado 9.1) a 100 000 xg durante 45 

minutos a 4ºC. Aspiramos 600µl de la interfase del 13%-7% como muestra enriquecida en 

vesículas autofágicas. Finalmente la fracción microsomal y soluble S1 se obtienen del modo 

descrito en el apartado 9.1. 
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9.3.4 La presencia de LC3-II cambia de fracción en función de la velocidad de 
centrifugación.  

Con el fin de constatar la presencia mayoritaria de vesículas autofágicas en la interfase 

del 13%-7% del gradiente discontinuo de ficoll PM400, hemos comparado la fracción 

sinaptosomal versus la microsomal obtenidas con el protocolo para el aislamiento de 

sinaptosomas, así como la fracción enriquecida en autofagosomas versus la fracción 

microsomal obtenidas tras aplicar el protocolo específico para aislar vesículas autofágicas en 

gradiente de ficoll PM400. Para este ensayo hemos comparado cantidades iguales de 

proteínas, y hemos analizado la expresión de LC3-II (figura M13). 

 

 

El aumento de la velocidad de centrifugación de 12 000 a 17000 xg para precipitar el 

extracto mitocondrial crudo, supone un cambio crítico en la distribución de las vesículas 

autofágicas (figura M13).  

10. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida-SDS. 

10.1 Reactivos 

• Acrilamida (Serva) al 30% (p/v). 

• N,N'-metilén-bis-acrilamida (Sigma) al 1% (p/v). 

• Tampón para gel de corrido (4x): SDS al 0.4% en 1.5M Tris-HCl pH 8.8. 

• Tampón para gel de empaque (2x): SDS al 0.2% en 0.25M Tris-HCl pH 6.8. 

• Tetrametiletiléndiamina TEMED (Sigma). 

• Persulfato Amónico (Sigma) al 50% (p/v) en agua. 

• n-Butanol (Panreac). 

• Tampón de carga 8X para muestras: 4% SDS (Applichem), 10% (v/v) 2-mercaptoetanol 

(Sigma), 20% de glicerol (Merk), 0.05% azul de bromofenol (Sigma) en 125 mM Tris-

HCl pH 6.8. 

Figura M13.  LC3-II cambia de fracción en función de la 
velocidad de centrifugación. Se han usado cantidades 
iguales de proteínas para testar la presencia de LC3-II por 
WB. Tras aumentar la velocidad de centrifugación hasta 
17000 xg, las vesículas autofágicas cambian de fracción y 
pasan a diferenciarse en el mismo rango de densidad que 
los sinaptosomas. 

ATPsintetasa-β

β-actina
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Obtención del extracto mitocondrial 
crudo por centrifugación
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• Tampón de glicina (Applichem) para electroforesis: 190mM glicina, SDS 0.1% (p/v) en 

25 mM Tris-HCl pH 8.4. 

• Tampón de tricina (Applichem) para electroforesis: 0.1% SDS en 100mM tricina pH 

8.45.  

10.2 Procedimiento 
Para preparar geles de poliacrilamida a diferentes concentraciones combinamos los 

reactivos según la tabla M10. Una vez combinados todos los reactivos, vertemos la mezcla 

entre los cristales molde (Bio-Rad) compatibles con el sistema de electroforesis Mini-Protean 3 

(Bio-Rad).  

Cuando polimeriza el gel de corrido, preparamos el gel de empaque combinando los 

reactivos según la tabla M10, vertemos el contenido sobre el gel de corrido e introducimos los 

peines molde suministrados por Bio-Rad. Según los peines utilizados podemos obtener geles 

con capacidad para 5-15 muestras. 

 
Reactivos 

Gel de separación de proteínas 
(Gel de corrido o Running gel) 

Volumen final: 5ml (1 gel; grosor 1mm) 

Gel de 
empaque 

Concentración de acrilamida % (p/v) en gel 

10% 12% 14% 16% (3%) 

Acrilamida 
(30%) 1.69 ml 2 ml 2.4 ml 2.67 ml 0.5 ml 

Bis-acrilamida 
(1%) 0.66 ml 0.79 ml 0.92 ml 1.05 ml 0.5 ml 

Tampón gel de 
corrido/empaque 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 2.5 ml 

Agua 1.40 ml 0.96 ml 0.43 ml 0.03 ml 1.5 ml 

PSA (50%) 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 5 µl 

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 

 

Cuando el gel de empaque termina de polimerizar, procedemos a retirar los peines, y 

acoplamos los geles al sistema de electroforesis Mini-Protean 3 (Bio-Rad). Acto seguido, 

añadimos a la cubeta el tampón para electroforesis, asegurando en todo momento el contacto 

de los geles con dicho tampón. 

Referente a las muestras objeto del estudio, habitualemnte empleamos pooles de 3 a 
5 animales de distintas edades y genotipos (WT o PS1xAPP) para el estudio de distintos 

marcadores por WB. Por este motivo, no especificamos este detalle en la sección de 

resultados, a no ser que se modifique esta regla general. Al repetir los experimentos 

Tabla M10. Relación de reactivos y volúmenes necesarios para obtener geles de poliacrilamida-SDS. Al 
cambiar el volumen de acrilamida, bisacrilamida y agua podemos conseguir geles con acrilamida al 10, 12, 14 y 16%. 
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cambiamos las muestras que forman parte de cada pool para confirmar los resultados con 

grupos de animales distintos.   

 Las muestras se mezclan con tampón de carga 8X antes de cargarse en el gel. 

Normalmente, no hervimos las muestras antes de la electroforesis ya que muchas se 

encuentran en SDS 4%-Urea 8M. Al aumentar la temperatura, la urea produce cianato (HCNO), 

que reacciona con los grupos ε-NH2 de la lisina bloqueando su carga, lo que finalmente 

originaría agregación proteica. La electroforesis se desarrolla rutinariamente a amperaje 

constante de 20mA durante aproximadamente 1 hora, aunque cuando utilizamos un tampón de 

electroforesis con tricina, cambiamos las condiciones a voltaje constante de 90V durante 

aproximadamente 2 horas. 

11. Separación de las isoformas del péptido β-amiloide en geles de 
poliacrilamida-SDS-UREA 

11.1 Reactivos 

• Urea (Panreac) 

• Solución al 58% (p/v) acrilamida (Serva) y 1.8% (p/v) bis-acrilamida (Sigma) en agua 

(60% T 3% C). 

• Solución al 57% (p/v) acrilamida (Serva) y 3% (p/v) bis-acrilamida (Sigma) en agua 

(60% T 5% C). 

• Tampón para gel de corrido (4x): Solución 0.4M acido sulfúrico (Panreac) y 1.6M Tris 

(Sigma); pH 8.1. 

• Tampón para gel de empaque (2x): Solución 0.8M Bis-tris (Sigma) y 0.2M acido 

sulfúrico (Panreac); pH 6.7. 

• Tampón para gel de carga o “well buffer” (2x): Solución 0.72M Bis-tris (Sigma) y 0.32M 

Bicina (Sigma); pH 7.7. 

• Solución SDS (Applichem) 10% (p/v). 

• Solución de Persulfato amónico (Sigma) al 10% (p/v). 

• Tetrametiletiléndiamina TEMED (Sigma). 

• Tampón de electroforesis para el ánodo: Solución 200mM Tris (Sigma) y 50mM acido 

sulfúrico (Panreac); pH 8.1. 

• Tampón de electroforesis para el cátodo: Solución 200mM Bicina (Sigma), 0.25% (p/v) 

SDS (Applichem) y 100mM NaOH (Applichem); pH 8.2. 

• Tampón de carga (2X) para muestras: 0.72M Bis-tris (Sigma), 0.32M Bicina (Sigma), 

30% (p/v) sacarosa (Sigma), 2% (p/v) SDS (Applichem) y 0.015% (p/v) azul de 

bromofenol (Sigma).  

11.2 Fundamento 
La validez de las técnicas estándares de electroforesis, basadas en la relación entre la 

movilidad electroforética y el peso molecular del marcador está generalmente limitada a 
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proteínas y péptidos mayores de 10 KDa. Sin embargo los péptidos de menor tamaño y/o con 

un alto porcentaje de aminoácidos hidrofóbicos habitualmente no siguen esta relación. En este 

sentido, las diferentes isoformas del péptido β-amiloide (Abeta 1-38; 1-40; 1-42; 1-43; 1-46; 1-

48; 1-49) constituyen un ejemplo extremo de comportamiento electroforético anormal (Takami 

et al., 2009), y a pesar de presentar diferente pesos moleculares suelen diferenciarse en un gel 

de poliacrilamida-SDS como una única banda que ronda  entre 4 y 4.5 KDa,. Además hay 

formas truncadas como el Abeta 1-28, que en geles de poliacrilamida-SDS deberían 

comportarse como un péptido de 2 KDa y sin embargo tienen una movilidad electroforética 

menor que la de las formas no truncadas (Kawooya et al., 2003).  

 

Para el análisis de los péptidos amiloides se realiza un tratamiento de las muestras con 

urea 8M (Bentahir et al., 2006) que permite mantener el péptido Abeta desnaturalizado y 

desagregado, mientras que el uso de SDS como único detergente puede llevar a la formación 

de agregados tetraméricos (Soreghan et al., 1994; Kawooya et al., 2003; Rangachari et al., 

2007). Por esta razón y, debido a la presencia de placas del β-amiloide en las areas cerebrales 

de nuestros ratones transgénicos, hemos optado rutinariamente por mantener las proteínas 

totales extraídas solubilizadas en SDS 4%-Urea 8M. Además la adición de urea 8M a los geles 

de poliacrilamida-SDS, permite diferenciar las diferentes isoformas de este péptido, gracias a la 

diferente movilidad electroforética que presentan en presencia de urea. Sin embargo, esta 

separación es un tanto atípica, puesto que los péptidos de mayor longuitud (Abeta 1-46; 1-48 y 

1-49) presentan mayor movilidad electroforética que los de menor longuitud (Abeta 1-38; 1-40; 

1-42) (figura M14).    

En este sentido, se ha sido descrito que en presencia de urea existe mejor relación de 

la movilidad relativa con la hidrofobicidad de los péptidos de Aβ que con el tamaño de los 

mismos (Wiltfang et al., 1997; Kawooya et al., 2003). La hipótesis de estos autores propone 

que la interacción de los residuos apolares con moléculas de SDS en presencia de urea está 

potenciada, mientras que la de los residuos hidrofílicos estaría disminuida. De este modo, los 

péptidos amiloides con mayor carga de aminoácidos hidrofóbicos presentarían a priori mayor 

carga negativa, lo que explicaría su mayor movilidad electroforética, Al observar la secuencia 

de las distinta isoformas del péptido Aβ (tabla M11), podemos comprobar que la mayor longitud 

en estos péptidos es debida de forma casi exclusiva a la presencia de aminoácidos apolares en 

el extremo carboxilo terminal lo que explica su distribución tras la electroforesis en presencia de 

urea.  

Figura M14. Movilidad electroforética de los péptidos 
Aβ 1-38; 1-40; 1-42 y 1-46 en un gel de urea. De cada 
uno de los péptidos purificados hemos cargado 1 ng (Aβ 38 
y 42) o 5 ng (Aβ 40 y 46) en gel de poliacrilamida-SDS-
UREA. Los péptidos se han transferido a membrana de 
PVDF y se han revelado con el anticuerpo 82E1. 

GEL
SDS-UREA



MATERIALES Y MÉTODOS 

- 84 - 

 

PEPTIDO SECUENCIA (NH2-peptido-COOH) 

Abeta 1-38 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG 

Abeta 1-40 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV 

Abeta 1-42 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV IA 

Abeta 1-43 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV IA T 

Abeta 1-45 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV IA T V 

Abeta 1-46 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV IA T V IV 

Abeta 1-48 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV IA T V IV IT 

Abeta 1-49 DAEFRHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGG VV IA T V IV IT L 

 

En el transcurso de este trabajo, hemos usado geles de poliacrilamida-SDS-Urea para 

analizar el cambio en la proporción de los péptidos amiloides durante el envejecimiento de los 

ratones trasgénicos. El método utilizado en este trabajo está basado en la técnica descrita por 

Klafki et al., 1996 con algunas modificaciones. El inconveniente de dicha metodología es que 

no permite resolver los péptidos amiloides de longitud superior al Abeta 1-46, lo que implica 

que en la banda reconocida como tal, se encuentran integrados tanto el Abeta 1-46 como las 

otras formas de mayor longitud. 

11.3 Procedimiento 
Al igual que en el caso de geles de poliacrilamida-SDS, para la elaboración de estos 

geles utilizamos moldes de cristal suministrados por Bio-Rad compatibles con el sistema de 

electroforesis Mini-Protean 3. Este tipo de geles los preparamos generalmente en moldes que 

nos permitan conseguir un grosor 0.75mm partiendo de los reactivos descritos al principio de 

esta sección. 

En primer lugar preparamos el gel de corrido: 8M Urea; 9.5% acrilamida y 0.5% bis-

acrilamida (10% T 5% C), 0.25% SDS en tampón Tris-H2SO4 pH 8.1. Para la construcción de 

este gel combinamos los reactivos en las proporciones detalladas en la tabla M12, sin añadir 

persulfato amónico (PSA) ni TEMED, para evitar la polimerización. Agitamos la mezcla durante 

30 minutos hasta que la urea quede disuelta, añadimos los catalizadores, vertemos 5ml entre 

los cristales y esperamos la polimerización durante 30 minutos. 

 

 

 

 

Tabla M11. Secuencia aminoacídica de los péptidos Aβ de diferentes longitudes. No se han incluido formas 
truncadas del péptido amiloide en esta tabla resumen. 
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REACTIVOS 

Gel de corrido 
(Running gel) 
Volumen para 2 geles de 
grosor 0.75mm (10ml) 
 

Gel de empaque 
(Stacking gel) 
Volumen para 8-10 geles 
grosor 0.75mm (4ml) 
 

Gel de carga 
(Well gel) 
Volumen para 8-10 geles 
grosor 0.75mm (4ml) 
 

UREA 4.8g - - 

Tampón gel de 
corrido/empaque/peine 2.5ml 2ml 2ml 

Acrilamida/Bis-
acrilamida 

(60% T 5% C) 
1.67ml 

(60% T 3% C) 
0.4ml 

(60% T 3% C) 
0.4ml 

SDS al 10% 0.25ml 0.1ml 0.1ml 

Agua 1.84ml 1.5ml 1.5ml 

PSA (10%) 40µl 21µl 24µl 

TEMED 5µl 7µl 8µl 

 

Una vez finalizada la polimerización del gel de corrido, preparamos el gel de empaque: 

5.8% acrilamida y 0.2% bis-acrilamida (6% T 3% C), 0.25% SDS en un medio Bis-tris-H2SO4 pH 

6.7 siguiendo las combinaciones descritas en la tabla M12. Vertemos 350 µl de la mezcla entre 

los cristales y esperamos 30 minutos hasta que polimerice.  

A diferencia de los geles de poliacrilamida-SDS, en este caso, además de un gel de 

empaque, también debemos preparar un gel de carga, donde se introduce el peine molde 

adecuado para conseguir las hendiduras donde cargar las muestras. La composición del gel de 

carga es: 5.8% acrilamida y 0.2% bis-acrilamida, 0.25% SDS en un medio  Bis-Tris-Bicina pH 

7.7 (ver tabla M12).  

Una vez preparado el gel, pasamos a mezclar la cantidad de muestra necesaria con 

tampón de carga en una proporción 1:1 (v/v). Para los geles de urea siempre hemos utilizado 

las mismas condiciones de electroforesis: voltaje constante (100V) durante 1 hora y 40 

minutos.   

12. Western-blot (WB) 

12.1 Reactivos 

• Solución al 0.1% (v/v) de Tween-20 (Sigma) en PBS (TPBS). 

• Tampón de trasnferencia: 190mM glicina (Applichem), 20% (v/v) metanol (Scharlau), 

0.005% SDS (Applcihem) en 25mM Tris-HCl pH 8.4. 

• Membranas de Nitrocelulosa; diámetro de poro: 0.45 micras (Hybond-C extra; 

Amersham). 

Tabla M12.  Relación de reactivos y volúmenes necesarios para obtener geles de poliacrilamida-SDS-UREA.  
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• Membranas de PVDF; diámetro de poro: 0.45 micras (Inmobilon-P; Millipore). 

• Solución Rojo Ponceau´S (Sigma) al 0.1% en acido acético al 5% en agua. 

• Leche desnatada (Bio-Rad) al 5% en TPBS. 

• Anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa de rábano (DAKO Cytomatic). 

• ECL-Plus (Amersham).  

• Películas fotográficas (Hyperfilm-ECL; Amersham). 

• Revelador (Kodak) y Fijador (Kodak). 

12.2 Fundamento 
Esta técnica comienza con la electroforesis de las proteínas en geles desnaturalizantes 

de poliacrilamida-SDS o poliacrilamida-SDS-Urea. Una vez terminada la electroforesis, 

transferimos las proteínas desde el gel hasta una membrana de nitrocelulosa o PVDF (según 

Towbin H et al., 1979) donde van a ser reconocidas por anticuerpos específicos. Las proteínas 

siguen desnaturalizas tras la transferencia, lo que garantiza el acceso libre de los anticuerpos 

primarios a los epítopos antigénicos. Posteriormente, utilizamos un anticuerpo secundario que 

reconoce la fracción constante de la inmunoglobulina correspondiente al anticuerpo primario. 

En nuestro caso el anticuerpo secundario va unido a la enzima peroxidasa de rábano, capaz de 

procesar un substrato (ECL-plus) y originar un producto quimio-luminiscente que se utiliza para 

impresionar películas fotográficas. La señal detectada de este modo es proporcional a la 

cantidad de proteína específica de partida en la muestra. 

12.3 Procedimiento 
Una vez concluida la electroforesis, transferimos las proteínas a una membrana de 

nitrocelulosa o de PVDF (si la electroforesis previa es en geles SDS-Urea).  

Para llevar a cabo la transferencia usamos el sistema en sándwich (Bio-Rad), en el que 

la membrana se pone en contacto con el gel, ambos son flanqueados por papel de filtro y 

esponjas, para finalmente quedar sujetos por un soporte plástico. La transferencia tiene lugar 

en una cubeta llena de tampón de transferencia, durante 90 minutos a 300 mA (amperaje 

constante). 

Terminada la transferencia, habitualmente observamos las proteínas transferidas en la 

membrana mediante tinción con rojo Ponceau´S. Posteriormente, lavamos la membrana con 

PBS, y la bloqueamos con leche al 5% en TPBS durante 30 minutos-1 hora a Tª ambiente. 

Concluido el bloqueo lavamos la membrana en PBS, y la incubamos con el anticuerpo primario 

(en TPBS-leche al 1.5%) durante toda la noche a 4ºC. La relación de los anticuerpos 

empleados y sus características más relevantes se  detallan en la tabla M13.  

En caso de electroforesis en geles SDS-Urea, las membranas de PVDF se activan con 

metanol antes de su uso y se hierven 5 minutos en PBS  antes del bloqueo para descubrir los 

epítopos antigénicos de los péptidos de Aβ. Para estos geles hemos utilizado el anticuerpo 
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monoclonal 82E1 que reconoce desde el aminoácido 1 el extremo amino terminal del los 

péptido Aβ, lo que nos permite discriminar los péptidos completos de las formas truncadas.  

PROTEÍNA/ 
ANTÍGENO 

DIANA 

ESPECIE 
HUESPED 

ESPECIFICIDAD DILUCIÓN 
TRABAJO 

BANDA 
RECONOCIDA PROVEEDOR 

ANTICUERPO 
(clon/nomenclatura) 

Fosfo-Ser473-
AKT 

Conejo 
Humana 
Murina 

1/1000 
(WB) 60 KDa CELL 

SIGNALING 
Policlonal 

Fosfo-Thr308-
AKT 

Conejo 
Humana 
Murina 

1/1000 
(WB) 60 KDa CELL 

SIGNALING 
Policlonal 

Fosfo-Ser9- 
GSK-3β 

Conejo 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 46 KDa CELL 

SIGNALING 
Policlonal 

GSK-3 
Ratón 

Murina 
Humana 

0.5 µg/ml 
(WB) 

51 KDa (GSK-3α) 
46 KDa (GSK-3β) 

 
UPSTATE 

Monoclonal 
4G-1E 

Fosfo-
Tyr1135/1136-

IGF1- Receptor 

Conejo 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 95 KDa CELL 

SIGNALING 
Policlonal 

Fosfo-
Tyr1150/1151-

Insulin- Receptor 

Conejo 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 97 KDa MILLIPORE 

Monoclonal 
10C3 

Fosfo-Thr212-
Ser214-TAU 

Ratón 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 66 KDa INNO-

GENETICS Monoclonal 
AT100 

Fosfo-
Ser199/202-
Thr205-TAU 

Ratón 
Murina 1/1000 

(WB) 66 KDa THERMO 
SCIENTIFIC Monoclonal 

AT8 

β-actina 
Ratón 

Murina 
Humana 

1/5000 
(WB) 43 KDa SIGMA 

Monoclonal 
AC-74 

β-amiloide 
Ratón 

Humana 1/5000 
(WB e IP) 4.5 KDa (1-mer) SIGNET 

Monoclonal 
6E10 

β-amiloide 
(N-terminal) 

Ratón 
Humana  1/500 

(WB) 4.5 KDa (1-mer) 
IBL Immuno-

Biological 
Laboratories Monoclonal 

82E1 

APP y APP-CTFs 
(C-terminal) 

Conejo 
Murina 

Humana 
1/6000 
(WB) 

100 KDa (APP) 
14 KDa (C99) 

12 KDa (C83;C89) 
8 KDa (AICD) 

SIGMA 
Policlonal 

β-amiloide 
(Formas 

oligoméricas) 

Conejo 
Humana 1/5000 

(DB e IP) 

99 KDa (22-mer) 
54 KDa (12-mer) 
27 KDa (6-mer) 

INVITROGEN 
Policlonal 

-A11- 

β-amiloide 
(Formas 

oligoméricas) 

Ratón 
Humana 1 µg/ml 

(DB) - 

Dr. William L. 
Klein1 

Dra. Mary P. 
Lambert1 

Monoclonal 
Nu-1 

BACE-1 Conejo Murina 
Humana 

1/1000 
(WB) 70 KDa ABCAM 
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Policlonal 

Flotilina-1 
Ratón 

Murina 
Humana 

1/500 
(WB) 48 KDa 

BD 
Transduction 
Laboratories Monoclonal 

18/Flotillin-1 

Caveolina-2 
Ratón 

Murina 
Humana 

1/250 
(WB) 20 KDa 

BD 
Transduction 
Laboratories Monoclonal 

65/Caveolin-2 

Grp-78 
Conejo 

Murina 1/5000 
(WB) 78 KDa STRESSGEN 

Policlonal 

ATP-sintetasa-β 
Ratón 

Murina 
Humana 

1/10000 
(WB) 55 KDa 

BD 
Transduction 
Laboratories Monoclonal 

10/ATP 

LC3 
(isoforma B) 

Conejo 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 

16 KDa (LC3-I) 
14 KDa (LC3-II) 

CELL 
SIGNALING 

Policlonal 

Sintaxina-6 
Ratón 

Murina 
Humana 

1/5000 
(WB) 31 KDa 

BD 
Transduction 
Laboratories Monoclonal 

30/Syntaxin6 

Sintaxina-13 
Conejo 

Murina 
Humana 

1/1000 
(WB) 31 KDa SYSY Synaptic 

Systems 
Policlonal 

APP 
soluble-α 

Ratón 
Murina 

Humana 
2 µg/ml 
(WB) 

90 KDa 
(derivado de APP751) 

IBL Immuno-
Biological 

Laboratories Monnoclonal 
2B3 

Rab-7 
Conejo 

Murina 
Humana 

1/1000 
(WB) 23 KDa CELL 

SIGNALING 
Policlonal 

Fosfo-Ser 
Neurofilamento 

Ratón 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 

200 KDa (pesada) 
160 KDa (media) ABCAM 

Monoclonal 
SMI-31 

Total- 
Neurofilamento 

Ratón 
Murina 1/1000 

(WB) 
200 KDa (pesada) 
160 KDa (media) ABCAM 

Monoclonal 
SMI-312 

Kinesina-1 
(cadena pesada) 

Ratón 
Murina 

Humana 
1/1000 
(WB) 120 KDa ABCAM 

Monoclonal 
KN-01 

Presenilina-1 
(C-terminal) 

Ratón 
Murina 

Humana 
1/2000 
(WB) 

55 KDa (PS1fl) 
20 KDa (PS1-CTF) MILLIPORE 

Monoclonal 
PS1-loop 

Proton-ATPasa 
(Subunidad 

V0a1) 

Conejo 
Murina 1/1000 

(WB) 116 KDa SYSY Synaptic 
Systems 

Policlonal 

 

 

Terminada la incubación con el anticuerpo primario, lavamos la membrana 3 veces con 

TPBS (5 minutos por lavado), y a continuación añadimos el anticuerpo secundario acoplado a 

Tabla M13.  Relación de anticuerpos empleados en WB, IP y DB, y características más relevantes.  
1 Northwestern University, Evanston, Illinois (USA). 
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la peroxidasa. Todos los anticuerpos secundarios se incuban 1-2 horas a Tª ambiente en TPBS 

diluidos 1/6000.  

Posteriormente la membrana se lava 3 veces con TPBS 5 minutos, y finalmente con 

PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. La membrana se incuba con el reactivo ECL-

plus que contiene el sustrato de la peroxidasa, y la señal quimioluminiscente se revela en 

cuarto oscuro utilizando películas fotográficas. Finalmente, la intensidad de las bandas de las 

películas se determinará utilizando el software PCBAS v2.0. 

13. Dot-blot (DB) 

13.1 Reactivos 

• Solución al 0.1% (v/v) de Tween-20 (Sigma) en PBS (TPBS). 

• Membranas de nitrocelulosa; diámetro de poro: 0.45 µm (Hybond-C extra; Amersham). 

• Leche desnatada (Bio-Rad) al 5% en TPBS. 

• Anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa de rábano (DAKO Cytomatic). 

• ECL-Plus (Amersham).  

• Películas fotográficas (Hyperfilm-ECL; Amersham). 

• Revelador (Kodak) y fijador (Kodak). 

13.2 Procedimiento 
Sobre la membrana de nitrocelulosa se deposita una gota de muestra que contenga 

entre 0.5 y 1 µg de proteína (en un volumen final de 2 µl). Una vez que la gota se seca, 

bloqueamos la membrana en leche a 5% y la incubamos con el anticuerpo primario (Nu-1 o 

A11) a una dilución detallada en la tabla M13. A partir de este punto continuamos el protocolo 

descrito en el apartado 12.2.  

Para el estudio mediante dot-blot de las formas oligoméricas de Aβ en las muestras S1 

de animales WT y PS1xAPP empleamos una mezcla de 3 animales por edad y tipo (4 para 18 

meses PS1xAPP). De cada muestra se hace un triplicado en la membrana de nitrocelulosa.  

14. ELISA 

14.1 Reactivos 

• Kit para determinación colorimétrica de Aβ-42 humano mediante ELISA (Biosource). 
 

14.2 Procedimiento 
En primer lugar se prepara una curva patrón con el estándar de Aβ42 en el buffer de 

dilución suministrado con el kit. La curva construida va desde 0 pg/ml hasta 100 pg/ml en un 

volumen final de 50 µl/reacción. Se depositan 50 µl de cada estándar o muestra (50 µg de 

proteína soluble S1) en la placa de detección y a continuación se incuba durante 3 horas con 
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50 µl de la solución del anticuerpo primario a Tª ambiente (a la que se realiza todo el 

procedimiento).  

Posteriormente se realizan 4 lavados de 5 minutos y se incuba durante 30 minutos con 

100 µl de la solución del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano. Pasado 

este tiempo hacemos de nuevo 4 lavados, y a continuación incubamos durante 30 minutos en 

la oscuridad con 100 µl del cromógeno estabilizado lo que hace que la solución cambie de azul 

a amarillo . Finalmente añadimos 100 µl de una solución para parar la reacción enzimática, y 

determinamos la absorbancia a 450nm, usando como blanco 200 µl de la solución del 

cromógeno más solución de stop.      

15. Inmuno-precipitación (IP) de las formas oligoméricas del péptido amiloide 

15.1 Reactivos 

• Resina sefarosa unida a proteína-A (Sigma). 

• Resina sefarosa unida a proteína-G (Sigma). 

• Anticuerpos de unión a las formas oligoméricas del β-amiloide (ver tabla M13). 

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

• EDTA (Sigma) 1mM, EGTA (Sigma) 1mM en PBS. 

• Solución de CHAPS (Sigma) 1% (p/v); DOC (Sigma) 1% (p/v) en 1mM EDTA/1mM 

EGTA PBS. 

15.2 Fundamento 
Tanto la proteína A como la G se caracterizan por su capacidad para unirse a la 

cadena pesada de las inmunoglubulinas, variando mucho su afinidad en función de la especie 

animal de procedencia y de la IgG de la que se trate. De modo general, en nuestro laboratorio 

hemos usado la proteína A para los anticuerpos policlonales procedentes de conejo, y la 

proteína G para unir anticuerpos monoclonales procedentes de ratón y policlonales 

procedentes de conejo. 

Para la inmuno-precipitación de las formas oligoméricas (y ocasionalmente 

monoméricas) del péptido Aβ empleamos resinas unidas a proteína-G o A . En primer lugar se 

pre-adsorbe el anticuerpo A11 (Aβ oligómérico) o 6E10 (Aβ total) a la resina-proteina-A/G. A 

continuación, la resina se incuba con la muestra correspondiente obtenida de los animales 

PS1xAPP. Finalmente, el análisis del inmunoprecipitado mediante western-blot, utilizando el 

anticuerpo 6E10, nos permitirá identificar las diferentes formas de Aβ reconocidas por estos 

anticuerpos. 

15.3 Procedimiento 
La proteína-G-sefarosa comercial se presenta como una pasta hidratada con etanol al 

20%. Antes de su uso se resuspende en PBS  y se centrifuga a 2000 rpm 4ºC 5 minutos. El 

precipitado se vuelve a resuspender en PBS, para obtener una proporción del 50% (v/v). 
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Finalmente, añadimos etanol al 20% (v/v) para preservarla del crecimiento de microorganismos, 

y la conservamos protegida de la luz a 4ºC. 

La proteína-A-sefarosa es suministrada como un polvo. Antes de su uso disolvemos 

una pequeña cantidad de la misma (50-100mg) en 1-2ml de PBS y la dejamos en agitación a 

4ºC durante 2 horas. Finalizado este tiempo, se centrifuga y resuspende bajo las mismas 

condiciones que la proteína-G-sefarosa. La proteína-A-sefarosa no se conserva hidratada y se 

prepara una nueva para cada experimento. 

Para preparar la columna de inmuno-afinidad, usamos 1ug del anticuerpo 6E10 o 2µg 

del anticuerpo A11 (ver tabla M13) por cada 20 µl de resina al 50% (v/v). Una vez mezclados la 

resina y el anticuerpo, incubamos la mezcla 2 horas a 4ºC en agitación, en un volumen final de 

1ml de PBS. A continuación, lavamos 3 veces la resina en PBS con EDTA y EGTA 1mM, para 

eliminar el excedente de anticuerpo no unido. Finalizado este proceso, utilizaremos de 20 µl de 

la resina al 50% (v/v) para inmunoprecipitar las formas de Aβ presentes en 50 µg de proteína 

soluble (S1). 

Para analizar el Aβ mono y oligomérico presentes en sinaptosomas de animales 

PS1xAPP partimos de 100 µg de proteína total, basándonos en resultados previos  que 

constatan que la cantidad de proteína soluble presente en los sinaptosomas es 

aproximadamente un 50% de la total (proteínas de membrana y proteínas solubles). 100 µg de 

proteínas de sinaptosomas se resuspenden en 500 µl de PBS conteniendo EDTA/EGTA e 

inhibidores de proteasas, y se sonican a 100W en 3 pulsos de 15 segundos cada uno. 

Posteriormente centrifugamos a 30000 xg y a 4ºC 1 hora, y empleamos el sobrenadante para la 

inmunoprecipitación añadiendo 20 µl de proteína-A/G-sefarosa acoplada al anticuerpo 6E10 o 

A11.  

Si usamos el pellet de membranas obtenido tras la centrifugación lo solubilizamos en 

CHAPS 1%-DOC 1% en PBS (en presencia de 1mM EDTA; 1mM EGTA e inhibidores de 

proteasas). Tras incubar con los detergentes 30 minutos a 4ºC, diluimos la mezcla de CHAPS-

DOC hasta 0.5% (p/v) en PBS, en un volumen final de 500 µl. A continuación, añadimos 20 µl 

de la columna de inmuno-afinidad previamente pre-adsorbida con 6E10 en las proporciones ya 

citadas. En este caso, no se podría emplear el anticuerpo A11 por ser muy sensible a 

detergentes. 

La resina se incuba con la muestra en cuestión durante toda la noche a 4ºC. Al día 

siguiente, la resina se recupera por centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos a 4ºC, se lava 

tres veces con PBS (conteniendo EDTA y EGTA 1mM), y el precipitado final se mezcla con 10 

µl de tampón de disociación 8X para WB. Para el análisis, se carga en gel de poliacrilamida y 

se sigue el protocolo de WB (apartado 12.3) usando el anticuerpo 6E10 para revelar. 
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En caso de hacer una inmuno-precipitación seriada, tomamos el sobrenadante inmuno-

depletado de Aβ tras incubación con la resina y le añadimos 20 µl de resina nueva acoplada al 

mismo anticuerpo. Volvemos a incubar toda la noche a 4ºC y al dia siguiente recuperamos la 

resina por centrifugación. Este proceso lo repetimos hasta 3 veces, y las resinas de las 3 

inmuno-precipitaciones seriadas son igualmente analizadas mediante WB.     

16. Determinación del colesterol total en preparaciones de membranas. 

16.1 Reactivos 

• Amplex Red Cholesterol Assay (Molecular Probes; Invitrogen). 

• Mezcla Metanol (Merk):Cloroformo (Sigma) (2:1) 

• Cloroformo (Sigma) 

• Solución de acido clorhídrico (Scharlau) 0.01N en agua. 

• Isopropanol (Sigma) 

16.2 Fundamento 
Habitualmente para determinar el colesterol procedente de muestras biológicas se 

utilizan una serie de reacciones enzimáticas acopladas que originan una quinonaimina 

coloreada, cuya producción es directamente proporcional a la cantidad de colesterol de partida 

(figura M15). Sin embargo, esté método tiene el inconveniente de que la quinonaimina absorbe 

a 505nm, longitud de onda en la que la medida puede interferir con la autofluorescencia 

procedente de la propia muestra.   

 

Para determinar el colesterol presente en las membranas lipídicas utilizamos el kit: 

Amplex Red Cholesterol Assay (Molecular Probes; Invitrogen). El método se basa en el sistema 

de reacciones acopladas descrito anteriormente, pero en la última reacción, el peróxido de 

hidrógeno reacciona con 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacino (reactivo Amplex Red®) y origina un 

producto, resorufina, que se excita a 530-570nm y tiene un punto de emisión de fluorescencia 

máxima a 570-590nm, por lo que no interfiere con la autofluorescencia inespecífica de la 

muestra.. 

16.3 Procedimiento 
Para desarrollar este ensayo hemos utilizado los componentes del kit y seguido las 

instrucciones del fabricante. La reacción se produce en un buffer 0.5M fosfato potásico pH 7.4, 

0.25M NaCl, 25mM ácido cólico y 0.5% Tritón X-100, sobre el que se añaden las enzimas 

Esteres colesterol + H2O
Colesterol esterasa Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + 1/2 O2 + H2O 4-Colestenonas + H2O2

2 H2O2 + Fenol + 4-aminoantipirina Peroxidasa

Colesterol oxidasa

Quinonaimina (rosa) + 4 H2O 

Figura M15. Conjunto de reacciones acopladas empeladas para la detección del colesterol en 
muestras biológicas. 
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colesterol esterasa, colesterol oxidasa, peroxidada y el reactivo Amplex Red. Se incuban 1µl 

muestra (0.5 o 1µg de proteínas de membrana) con 100ul de buffer de reacción a 37ºC en 

ausencia de luz, y se toman lecturas de fluorescencia al cabo de 30 y 90 minutos. 

Para empezar preparamos una curva patrón con cantidades crecientes de colesterol (0; 0.1; 

0.5 y 1µg/ml) (figura M16). Tras varios ensayos constatamos que la fluorescencia detectada 

guarda una relación lineal hasta una concentración de 2 µg/ml (concentraciones superiores 

muestran una cinética de saturación). Para calcular la concentración de colesterol presente en 

las muestras se interpolan sus valores de fluorescencia en la recta patrón  

 

 Todas las muestras se han analizado a los 30 y 90 minutos de empezada la reacción, 

obteniéndose valores de colesterol idénticos en ambos tiempos..  

Además hemos utilizado 0.5 y 1µg de proteínas de membrana de partida con la 

finalidad de comprobar en todo momento la saturación de la reacción en función de la cantidad 

de muestra. En todos nuestros ensayos el punto de 1ug originó un valor de colesterol 

aproximadamente doble del obtenido para 0.5ug. 

16.4 Extracción de lípidos de membranas. 
Para confirmar los resultados obtenidos, hemos realizado una extracción previa de 

lípidos de las muestras estudiadas, para posteriormente volver a determinar la concentración 

de colesterol utilizando el mismo kit. La finalidad de repetir estos experimentos con una previa 

extracción de lípidos es no subestimar la concentración de colesterol calculada en las 

preparaciones de membranas después de la extracción de colesterol de las membranas con 

Tritón X-100 0.5% (buffer de reacción).  

Para la extracción lipídica hemos utilizado un procedimiento estándar. A un volumen de 

homogenado de membranas al que previamente hemos determinado la concentración de 

proteínas por Lowry, añadimos 4 volúmenes de una mezcla cloroformo:metanol (1:2). Después 

de agitar fuertemente, añadimos 1 volumen más de cloroformo y un volumen de HCl 0.01N, y 

Figura M16. Curva patrón de 
colesterol. Se tomaron lecturas de 
fluorescencia a los 30 y 90 minutos de 
reacción. 
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agitamos de nuevo. A continuación, centrifugamos 10 minutos a 4ºC y 2500 rpm para separar 

la fase orgánica de la fase acuosa. La fase inferior clorofórmica contiene el extracto lipídico, 

que se evapora bajo corriente de nitrógeno, para posteriormente resuspender el extracto seco 

en isopropanol. En nuestro caso, partimos de 250 µl de homogenado de membranas 

correspondientes a 250-300 µg de proteína de membrana. Los lípidos extraídos de este 

homogenado, se  resuspenden en 100 µl de isopropanol,. Utilizamos 1ul de del extracto lipídico 

en isopropanol para la determinación de colesterol usando el mismo kit. 

17. Ensayo de actividad enzimática β-secretasa 

17.1 Reactivos 

• Kit para determinación de actividad β-secretasa (R&D Systems) 

• Solución CHAPS (Sigma) al 1%(p/v), DOC (Sigma) al 1% (p/v) y SDS (Applichem) al 

2% (p/v) en PBS.  

• Inhibidores de proteasas (Roche). 

17.2 Fundamento 
Para realizar este ensayo se solubilizan las membranas lipídicas en buffer de 

extracción (R&D Systems), o CHAPS 1%-DOC 1%-SDS 2% en PBS, con la finalidad de extraer 

BACE-1. .El solubilizado obtenido se emplea para el ensayo de actividad que se realiza por la 

adición de un péptido específico (REEVNLDAEFKR), correspondiente a la secuencia de APP 

donde se produce el corte de la β-secretasa. Este péptido va acoplado a dos fluoroforos: 

EDANS y DABCYL. En la forma no procesada, la emisión de EDANS está apantallada por la 

proximidad física de DABCYL, que tiene un pico de absorción a 495nm, coincidiendo con la 

longitud de onda de emisión de EDANS. El procesamiento del péptido por BACE origina la 

separación de ambas moléculas, por lo que la emisión de EDANS deja de estar apantallada y 

es registrada por el lector de fluorescencia. El nivel de fluorescencia detectada a 495nm es 

proporcional a la actividad proteolítica sobre el péptido en cuestión, y por tanto a la actividad β-

secretasa en la muestra analizada. 

17.3 Procedimiento 
A partir de preparaciones de membrana de animales PS1xAPP de 6 y 18 meses, 

solubilizamos las proteínas a una concentración de 1mg/ml en buffer de extracción (R&D 

Systems), o en CHAPS 1%-DOC 1%-SDS 2% en PBS, durante 30 minutos a 4ºC, en presencia 

de inhibidores de proteasas. El solubilizado se centrifuga a 13000 xg y se recoge el 

sobrenadante  donde se determina la concentración de proteínas por micro-lowry. 

Preparamos después dos pooles con la misma concentración de proteínas 

solubilizadas de 3 animales de 6 o 18 meses PS1xAPP. Tomamos 50µl de cada pool y lo 

pasamos por duplicado a placas de 96 pocillos, donde añadimos 50µl del buffer de reacción 2x 

(R&D Systems) a cada reacción. Finalmente, añadimos 5µl del sustrato (excepto al control 

negativo pertinente) y se incuba en agitación a 37ºC durante 2 horas. Se determina la lectura 
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de fluorescencia a 528±20 nm a 1 y 2 horas, siendo la longitud de onda de excitación 360±40 

nm. 

El incremento en las pendientes que relacionan la fluorescencia (F) frente al tiempo de 

incubación (∆F/hora) refleja la actividad β-secretasa. En todos los ensayos de este tipo hemos 

incluido un control negativo sin lisado celular y otro sin el sustrato específico. 

17.4 Determinación de la actividad β-secretasa empleando dos buffers de 
extracción diferentes. 

Al determinar la actividad β-secretasa empleando un buffer con detergentes, podemos 

encontrarnos con artefactos que podrían interferir en los resultados obtenidos, haciéndolos 

cuestionables. Por este motivo, decidimos emplear además del buffer de extracción 

suministrado por R&D Systems, una mezcla de CHAPS 1%-DOC 1%-SDS 2% en PBS, para 

solubilizar BACE-1 en las preparaciones de membranas. 

El proceso de solubilización es muy diferente entre estas dos opciones; el buffer de 

extracción del kit comercial tiene baja capacidad para solubilizar BACE de las membranas, 

dejando un alto porcentaje sin solubilizar, a diferencia de la mezcla CHAPS-DOC-SDS que se 

mostró muy eficiente en la extracción de BACE. El hecho de que el buffer comercial tenga baja 

capacidad de solubilización de BACE-1 debe ser tenido en cuenta, ya que como se muestra en 

la sección de resultados, la solubilidad de las proteínas de membrana en detergentes (incluida 

la de BACE-1), puede cambiar durante el proceso de envejecimiento en los animales 

PS1xAPP. Por lo tanto, al determinar la actividad β-secretasa en muestras solubilizadas de 

animales jóvenes y viejos, podríamos incurrir en el error de subestimar la actividad enzimática 

en los viejos debido a este artefacto creado por el buffer de extracción.   

El uso de la mezcla CHAPS-DOC-SDS, aunque solubiliza las proteínas de membrana 

prácticamente en su totalidad, tiene mayor poder desnaturalizante, lo que también es un 

inconveniente. En este sentido, los valores absolutos de fluorescencia obtenidos al emplear 

esta mezcla han sido muy inferiores a los obtenidos al emplear el buffer de extracción 

proporcionado por R&D Systems, lo que es debido a la desnaturalización de la enzima en el 

proceso de solubilización. 

A pesar de ello hemos encontrado resultados muy semejantes de actividad β-secretasa 

en nuestros ensayos, aun habiendo empleando dos buffers de solubilización tan distintos.     

Por otra parte, la lectura de fluorescencia obtenida para el control negativo con sustrato 

y sin solubilizado celular originó valores ligeramente superiores a los del control negativo con 

solubilizado celular y sin sustrato. En cualquier caso, con ambos controles negativos se 

obtienen valores de fluorescencia residual, que no se modifican entre 1 y 2 horas de incubación 

a 37ºC. 
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18. Ensayo de actividad enzimática γ-secretasa 

18.1 Reactivos 

• Tampón hipotónico de trabajo: 1mM EGTA (Sigma), 1mM EDTA (Sigma) en 10mM 

Tris-HCl pH 7.6. 

• Buffer citrato: 150mM citrato sódico (Sigma) en agua, pH 6.4 ajustado con ácido cítrico 

(Sigma). 

• Inhibidor X de la γ-secretase (L-685,458) 1mM en DMSO (Calbiochem). 

• Inhibidores de proteasas (Roche) 

18.2 Fundamento 
El principio metodológico de este ensayo se basa en emplear los niveles endógenos de 

los fragmentos C-terminales de APP de nuestros animales trasngénicos como sustrato para la 

actividad enzimática. El procesamiento por parte del complejo enzimático γ-secretasa sobre 

C99 da lugar al péptido Aβ y al fragmento AICD (dominio intracelular de APP que queda como 

una proteína soluble en el citosol). Tomamos la producción de AICD como medida de la 

actividad γ-secretasa. Teniendo en cuenta que los tejidos objeto de estudio son primero 

homogenizados en un tampón hipotónico, y las membranas centrifugadas y lavadas, la mayor 

parte de AICD presente inicialmente en la muestra debe quedar en el sobrenadante. Ya que 

utilizamos membranas precipitadas para los ensayos de actividad enzimática γ-secretasa, la 

interferencia del AICD endógeno de partida debería ser mínima. 

Durante el desarrollo de este método, incubamos las membranas a 37ºC durante dos 

horas en un tampón citrato ligeramente ácido para promover el procesamiento de C99 por la γ-

secretasa y generar AICD. La validez de este ensayo requiere conocer los niveles endógenos 

de AICD presentes en la muestra de partida. Para ello hemos incluido varios controles 

negativos: 1º, AICD a tiempo cero; 2º, AICD después de incubar 2 horas en hielo; 3º, AICD 

después de incubar 2 horas en presencia de un inhibidor específico de la γ-secretasa.  

18.3 Puesta a punto del ensayo de actividad enzimática γ-secretasa 
Inicialmente recurrimos a un kit comercial con las mismas características al empleado 

para el ensayo de actividad β-secretasa. Sin embargo, los valores de fluorescencia obtenidos 

estaban en el nivel de los controles negativos, probablemente debido a una mala solubilización 

del complejo γ-secretasa. 

Con el fin de desechar los artefactos creados por los detergentes, recurrimos a un 

ensayo enzimático donde no se añade sustrato exógeno. En este sentido, puesto que las 

muestras proceden de animales transgénicos para el gen APP, el sustrato de partida (APP o 

C99) se sobre-expresa. Sin embargo, al no poder controlar la cantidad de sustrato presente, no 

podemos asegurar que la enzima se encuentre funcionando a la velocidad máxima (Vmax) bajo 

las condiciones empleadas en este ensayo.  
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Para determinar la concentración de proteínas y el tiempo de incubación adecuados 

para obtener niveles de AICD cuantificables sin llegar al estado de saturación, hemos 

empleado 2 cantidades de proteína de membrana diferentes (300 y 150 µg), y 2 tiempos de 

incubación a 37 ºC (1 y 2 horas , ver figura M16).. Además hemos incluido varios controles 

negativos: AICD a tiempo cero (antes de que exista reacción), AICD producido durante 2 horas 

en hielo, y AICD producido durante 2 horas en presencia de un inhibidor de la γ-secretasa.  

 De acuerdo con los resultados mostrados en la figura M17, hemos optado por emplear 

150ug de proteína de membrana por reacción, e incubar durante 2 horas a 37ºC. Pasado este 

tiempo se analiza la cantidad de AICD producido, comparando con los controles negativos. 

Dado que en las condiciones de trabajo elegidas no hemos detectado AICD en ninguno de los 

controles negativos, en los ensayos con múltiples muestras incluimos exclusivamente el control 

con el inhibidor específico de la γ-secretasa. 
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18.4 Procedimiento 
Partimos de una hemicorteza de ratón transgénico que se homogeniza en Dounce´s en 

2ml de buffer hipotónico de trabajo en presencia de inhibidores de proteasas, utilizando 50 

pases del pistilo con menor diámetro (paso de luz: 0.089-0.14mm), y 20 pases del que tiene 

mayor diámetro (paso de luz: 0.025-0.076mm). El homogenado obtenido se incuba con el 

buffer hipotónico en hielo durante 15 minutos, y a continuación volvemos a pasar 20 veces el 

Figura M17. Puesta a punto del ensayo de actividad enzimática γ-secretasa. Se usaron 2 cantidades 
de proteínas: 150 µg (puntos en rojo) y 300 µg (puntos en negro) ,que se incubaron a 37ºC durante 1 y 2 
horas para obtener una señal óptima de AICD. Al usar 150 µg de proteína de membrana y un tiempo de 
incubación de 2 horas la reacción aun no está saturada y la intensidad de la banda de AICD es fácilmente 
cuantificable. 
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pistilo de mayor diámetro. Se determina la concentración de proteínas por micro-lowry y se 

congelan las alícuotas de membranas a -80ºC hasta su uso. 

Para realizar el ensayo de actividad enzimática, partimos de 150 µg de proteína de 

membrana en 50 µl de buffer citrato. De cada muestra preparamos un duplicado para tratar una 

de ellas con el inhibidor específico de la γ-secretasa. Ambas se incuban a 37ºC durante dos 

horas en presencia de inhibidores de proteasas, y al control negativo correspondiente le 

añadimos el inhibidor especifico de la γ-secretasa (L-685,458) a una concentración final 100 

µM (5 µl de un stock 1mM en DMSO/reacción).  

Terminada la incubación de 2 horas a 37ºC, sonicamos el producto del ensayo 

enzimático (2 pulsos de 30 segundos a 100W) y centrifugamos a 30000 xg durante 1 hora a 

4ºC. Tomamos 10µl del sobrenadante y analizamos por western-blot la producción de AICD 

durante la reacción. Para ello, sometemos la muestra a una electroforesis en gel de acrilamida 

al 16% (p/v) en tampón Tris-tricina. Las proteínas se transfieren a membrana de nitrocelulosa y 

se incuban con el anticuerpo contra APP-CTFs, que también reconoce AICD como una banda 

de ~8 KDa (ver figura M16). 

El resto del sobrenadante no empleado para WB, así como los pellets de membrana se 

congelan a -80ºC. En algunos casos, el producto de reacción AICD puede quedar asociado a 

las membranas lipídicas. Para evitar este problema, hemos sonicado el producto de la reacción 

antes de centrifugarlo. Aun así, en caso de no observar AICD en el sobrenadante, pasaríamos 

a comprobar su presencia en los pellets, también mediante WB. 

19. Inmunohistoquímica para microscopía óptica de campo claro. 

19.1 Reactivos 

• Solución fijadora PLP: Paraformaldehído (Sigma) 4%, L-lisina (Sigma) 75 mM y meta-

peryodato sódico (Applichem) 10 mM en PBS. 

• Solución de sacarosa (Sigma) al 30% en PBS. 

• Solución 0.02% azida sódica (Sigma) en PBS. 

• Solución de peroxido de hidrogeno (H2O2) al 3% (v/v) y metanol al 10% (v/v) en PBS. 

• Kit de bloqueo para avidina y biotina (Vector Laboratories). 

• Solución 0.1% (p/v) azida sódia y 0.2% (v/v) tritón X-100 (Sigma) en PBS. 

• Solución de rojo congo al 20% (v/v) (Sigma), 0.03% (p/v) NaCl en etanol. 

• ExtrAvidin®_Peroxidase (Sigma). 

• 3,3´-diaminobenzidina tetrahidroclorida (DAB) al 0.05% (p/v) en PBS. 

• Sulfato amonico de niquel (Carlo Erba). 

• Medio de montaje DPX (BDH).  
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19.2 Procesamiento del tejido 
Los animales objeto de estudio se anestesiaron con inyección intraperitoneal de 

pentobarbital sódico (Dolethal®, Vetoquinol) a una dosis de 60 mg/Kg y a continuación, se 

perfundieron transcardialmente. Para ello, se abrió la aurícula derecha y con ayuda de una 

bomba de perfusión (Dinko, D25V) se inyectó en el ventrículo izquierdo en primer lugar tampón 

PBS durante un minuto hasta lavar completamente el sistema circulatorio de sangre, seguido 

de 180 ml de la solución fijadora PLP, durante 15 minutos. Posteriormente, se extrajeron los 

cerebros y se post-fijaron por inmersión en la misma solución fijadora durante una noche a 4ºC. 

Tras la post-fijación, los cerebros se lavaron con tampón PBS (10 minutos 3 veces) y 

se crioprotegieron para evitar daños en la estructura del tejido durante el proceso de 

congelación. La crioprotección se realizó mediante inmersión en solución de sacarosa al 30% 

hasta que el órgano se hunde en dicha solución. A continuación, los cerebros se congelaron 

con nieve carbónica durante 1 minuto y se almacenaron a -80 ºC hasta su posterior 

procesamiento.  

Los cerebros se cortaron en un microtomo de congelación (Leica, CM-1325) en 

secciones de 50 μm de grosor en plano coronal y se almacenaron de forma seriada free-

floating en pocillos que contenían PBS y 0,02% de azida sódica (para evitar el crecimiento 

fúngico). Las secciones se distribuyeron en 7 series, una serie en cada pocillo, de tal forma que 

dentro de una serie, los cortes consecutivos distaban entre sí 280 μm. Por tanto, cada pocillo 

contiene una representación rostrocaudal que representa 1/7 del total del cerebro. Esto permite 

la realización de una técnica distinta para cada serie (inmunohisitoquímica simple, doble o 

múltiple, tinción histológica), de tal forma que podemos analizar múltiples marcadores y hacer 

un estudio comparativo en un mismo animal a lo largo del eje rostrocaudal. Las placas que 

contenían las secciones seriadas se almacenaron a 4 ºC durante varios meses, renovando 

regularmente el tampón PBS con azida sódica.  

19.3 Protocolo general para inmunohistoquímica 
 Partiendo de los cortes de tejido crioconservados:  

1. Aplicamos tres lavados, de 10 minutos cada uno, en tampon PBS. 

2. Inactivamos la peroxidasa endógena mediante incubacion en peroxido de hidrogeno al 3% 

y metanol al 10%, durante 20 minutos. 

3. Tres lavados, de 10 minutos cada uno, en tampon PBS. 

4. Bloqueo de la avidina y la biotina endogenas, asi como de las proteinas unidas a biotina, 

utilizando el Kit de bloqueo (Vector Lab.). Las secciones se incubaron tanto en avidina 

como en biotina durante 30 minutos (entre la incubacion de avidina y biotina se realizo un 

lavado en PBS de 10 minutos).  

5. Tres lavados, de 10 minutos cada uno, en tampon PBS. 

6. Las secciones se incuban en el anticuerpo primario correspondiente bajo las condiciones 

indicadas en la tabla M14, en presencia de 0.1% de azida sodica y 0.2% de Triton X-100. 
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7. Tres lavados, de 10 minutos cada uno, en tampon PBS. 

8. Incubacion en el anticuerpo secundario biotinilado contra IgG de la especie de 

procedencia del primario (Vector Lab.) durante 75 minutos, a una dilución 1:500 en 0.2% 

tritón X-100 a temperatura ambiente. 

9. Tres lavados, de 10 minutos cada uno, en tampon PBS. 

10. Incubacion con complejo estreptavidina-peroxidasa de rabano a una dilucion 1:2000 en 

0.2% tritón X-100, durante 90 minutos a temperatura ambiente. 

11. Tres lavados, de 10 minutos cada uno, en tampon PBS. 

12. El producto de la inmunorreaccion se visualiza incubando primero las secciones en una 

solucion de 3,3´-diaminobenzidina (DAB) al 0.05% durante al menos 5 minutos, para 

permitir su penetracion en todo el grosor del corte. Posteriormente, se añade H2O2 (al 

30%) hasta una concentracion final del 0.03% y se monitoriza la intensidad del 

inmunomarcaje bajo control al microscopio (el tiempo de revelado fue variable en funcion 

del anticuerpo utilizado). Alternativamente, la reacción de la peroxidasa se intensifico con 

sulfato amonico de niquel (Carlo Erba) a una concentracion de 0.08% (Adams, 1981), 

añadido previamente a la solucion de DAB.  

 

Todos los pasos de incubación y lavado se realizan con agitación constante (agitador 

de rotación circular Nahita 685 y asimy asimor de rotacirot Heidolph Polymax 1040). Por otra 

parte, tras el revelado, las secciones se lavan con PBS (2 veces x 10 minutos), se montan en 

portaobjetos gelatinizados y se dejan secar en la estufa a 37ºC durante un dia. A continuacion, 

las secciones se deshidrataron en una serie de etanol de graduación creciente (50º,70º,96º y 

absoluto) y se aclararon con xileno. Finalmente, se colocan los cubreobjetos utilizando el medio 

de montaje DPX (BDH). 

 

PROTEÍNA/ 
ANTíGENO DIANA 

ESPECIE HUESPED CONDICIONES DE 
INCUBACIÓN 

dilución/tiempo/ 
temperatura 

PROVEEDOR 
Anticuerpos

(clon-nomenclatura) 

APP y APP-CTFs 
(C-terminal) 

Conejo 1:20000 
48 horas; 22ºC SIGMA 

Policlonal 

p-Ser9 GSK-3β 
Conejo 1:1000 

24 horas; 22ºC ABCAM 
Policlonal 

LC3 
Cabra 1:1000 

24 horas; 22ºC SANTA CRUZ  Policlonal 

Fosfo-Ser199/202- 
Thr-205 TAU 

Ratón 1:500 
24 horas; 22ºC PIERCE Monoclonal-AT8 

Neurofilamento 
Conejo 1:5000 

48 horas; 22ºC MILLIPORE Policlonal 

Sinaptofisina 
Conejo 1:1000 

24 horas; 22ºC ABCAM Policlonal 

VGLUT-1 
Cobaya 1:10000 

24-48 horas; 4ºC MILLIPORE Policlonal 
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VGAT 
Cobaya 1:5000 

72 horas; 4ºC CALBIOCHEM Policlonal 
 

 

19.4 Contratinción con Rojo Congo 
En el caso de los marcadores neurofilamento y sinaptosfisina tras el revelado de la 

tinción inmunohistoquímica se realizó una contratinción con rojo congo. El rojo congo es un 

colorante que se une de forma especifica a las fibras de los depósitos amiloideos en 

conformación de hoja plegada β. Igualmente puede marcar esta conformación en los ovillos 

neurofibrilares, ausentes en nuestro modelo.  

A continuación se describe el protocolo utilizado: 

1. Lavar las secciones tres veces en tampón PBS 0.1 M en agitación durante 10 minutos.  

2. Incubar en rojo congo al 20% p/v durante 3 minutos en agitacion. 

3. Lavar el tejido tres veces en tampon PBS 0.1 M en agitacion durante 10 minutos, para 

eliminar exceso de colorante. 

4. Montar las secciones en portaobjetos gelatinizados y dejar secar. 

5. Deshidratacion y montaje de los cubreobjetos con DPX. 

20. Doble marcaje inmunohistoquímico para microscopía de fluorescencia  

20.1 Reactivos 

• Anti-IgG de conejo unido a Alexa 568 (Invitrogen) 

• Anti-IgG de cobaya unido a Alexa 488 (Invitrogen) 

• Solución al 3% de 1,4-diazabiciclo [2.2.2.]-octano (DABCO) (Sigma) en PBS:glicerina 

(1:1). 

20.2 Procedimiento 
El protocolo aplicado para la técnica de inmunofluorescencia varia del utilizado para 

microscopia óptica de campo claro, ya que la naturaleza de los anticuerpos secundarios 

acoplados directamente a un fluorocromo, y la ausencia, en general, de revelado utilizando un 

complejo acoplado a peroxidasa, hace innecesario el bloqueo de peroxidasa endógena. 

Igualmente, en la mayoría de los casos el anticuerpo secundario está directamente acoplado a 

un fluorocromo por lo que no fue necesario el paso de bloqueo para la biotina endógena.  

Para el doble marcaje fluorescente realizado en este trabajo, hemos desarrollado el 

mismo protocolo mostrado en el apartado 19.3, evitando los pasos de bloqueo de la peroxidasa 

y la avidina/biotina endógenas. En este caso, el paso de incubación con el anticuerpo primario 

se repite dos veces, una con anti-APP/APP-CTFs y otra con anti-VGLUT o VGAT bajo las 

condiciones descritas en la tabla M14. Del mismo modo, el paso de incubación con el 

anticuerpo secundario se realiza durante 75 minutos, a 22ºC, en oscuridad y a una dilución 

Tabla M14. Relación de los anticuerpos empleados en los estudios inmunohistoquímicos desarrollados en 
este trabajo,  así como sus características más relevantes. 
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1/1000. Los anticuerpos secundarios fluorescentes utilizados corresponden a anti-IgG de 

conejo unido a Alexa 568 (para reconocer APP/APP-CTFs) y anti-IgG de cobaya unido a Alexa 

488 (para reconocer VGLUT o VGAT) (Invitrogen). 

Las secciones se montan en portaobjetos gelatinizados y se cubren usando como 

medio de montaje PBS 0,1M y glicerina (1:1) y 3% de 1,4-diazabiciclo [2.2.2.]-octano (DABCO), 

que mantiene la fluorescencia de las muestras durante mayor tiempo y evita el foto-

blanqueamiento por el láser. Para finalizar, las secciones se analizaron en un microscopio láser 

confocal (Leica TCS-NT). 

 
21. Microscopía electrónica. 

Las secciones coronales de 50 µm de grosor se lavan en PBS y se incuban en 50 mM 

glicina durante 10 minutos con la finalidad de incrementar la unión al anticuerpo. 

Posteriormente se aplica el protocolo general de inmunohistoquímica descrito en el apartado 

19.3. El anticuerpo contra APP/APP-CTFs se incuba toda la noche a 4ºC (1:20000) en 0.01% 

tritón X-100; BSA 1%(p/v) en PBS. Posteriormente, las secciones se lavan en PBS y se 

incuban con el anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado con nano-partículas de oro (1.4 nm) 

(1:100; Nanoprobes) durante una noche a temperatura ambiente. Después se realiza una post-

fijación con glutaraldehido (Sigma) al 1% (p/v) y un lavado en 50 mM citrato sódico (Sigma). 

Para incrementar la intensidad de la señal se emplea HQ SilverTM Kit (Nanoprobes). Las 

secciones se montan en portaobjetos y se deshidratan como se describe en el apartado 19.3. 

 
22. Cultivo de líneas celulares. 

22.1 Neuroblastomas murinas N2a 
Todas las células N2a empeladas en este trabajo han sido generosamente donadas 

por el Dr. Gopal Thinakaran (University of Chicago; USA). 

El mantenimiento de las células N2a se hace de forma rutinaria en medio 50% DMEM 

rico en glucosa (PPA), 50% Optimen-I® (Gibco), suplementado con 2mM glutamina (PPA) y 5% 

suero bovino fetal (PPA), 100 U/ml de penicilina (PPA) y 0.01 mg/ml de estreptomicina (PPA). 

El mantenimiento se hace en flask de 75 cm2 (Nunc) con 20 ml de medio a 37ºC y 5% C02, y se 

subcultivan 1/10, dos veces a la semana. 

Para realizar los experimentos de estimulación se ponen 200 000 células por pocillo en 

placas de 6 pocillos (Nunc) 24 horas antes de la estimulación. En el caso de que el 

experimento se lleve a cabo en ausencia de suero, la deprivación se realiza al menos 12 horas 

antes de la estimulación en un medio DMEM rico en glucosa sin Optimen ni suero, aunque sí 

con antibióticos y glutamina. A continuación, se estimula con el extracto de proteínas solubles 

(S1) o bien con 5% suero fetal. 
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Alternativamente, usamos también células N2a establemente transfectadas con APP695 

con la mutación swedish. Para el mantenimiento de estas células empleamos el mismo medio 

descrito añadiendo G418 (PPA) (0.2mg/ml) como antibiótico de selección. Los experimentos de 

estimulación en estas células  se realizan con las condiciones descritas para las células N2a; a 

la hora de estimular con drogas, empleamos 10µM de cloroquina (Sigma) durante 6 o 24 horas. 

Para la recolección de las muestras después de la estimulación, en primer lugar 

recogemos el medio condicionado que se congela inmediatamente a -80ºC. A continuación 

lavamos las células con 2 ml de PBS atemperado a 37ºC, y añadimos 0.6 ml de tripure® por 

pocillo. Posteriormente incubamos en agitación durante 5 minutos a temperatura ambiente para 

garantizar la extracción completa de los componentes celulares por el reactivo. Finalmente 

utilizamos el protocolo de extracción de RNA y proteínas descrito en el apartado 3 de la 

metodología para obtener proteínas totales, que analizaremos mediante WB, y RNA, que 

utilizaremos para retrotranscripción y PCR a tiempo real.     

22.2 Fibroblastos de embriones murinos MEF. 
Las células MEF (knock-out para presenilina 1 y 2) establemente transfectadas con 

presenilina 1 humana empleadas en este trabajo han sido amablemente cedidas por el Dr. Bart 

De Strooper (Katholieke Universiteit Leuven; Bélgica).  

El mantenimiento de estas células se hace en DMEM F-12 (PPA) suplementado con 

10% suero fetal bovino, 2mM glutamina, 100 U/ml de penicilina y 0.01 mg/ml de estreptomicina 

(PPA). Alternativamente, también hemos usado las células KO establemente transfectadas con 

presenilina-1 humana wild-type. En este caso, hemos añadido 3 µg/ml de puromicina (Sigma) 

como antibiótico de selección. Las células se mantienen en flask de 75 cm2 (Nunc) con 20 ml 

de medio a 37ºC y 5% C02, y se subcultivan 1/10, tres veces a la semana. 

Para realizar los experimentos de estimulación, se ponen 200 000 células por pocillo en 

placas de 6 pocillos (Nunc) 24 horas antes de la estimulación. Antes de la estimulación, 

cambiamos el medio, y posteriormene añadimos la droga (10µM de cloroquina (Sigma)). Una 

vez acabado el tiempo de incubación (6 o 24 horas) recolectamos el medio y lavamos las 

células con 2 ml de PBS atemperado a 37ºC. Finalmente, extraemos la muestra en 0.6 ml 

tripure® y aplicamos el protocolo de extracción de RNA y proteínas totales descritos en el 

apartado 3 de la metodología. 

23. Método de cuantifiación de proteínas (Método de Lowry). 

La determinación de la concentración de proteínas se realiza utilizando el método 

Lowry (Lowry et al., 1951), con la adición de 0.1% de SDS, si se trata de proteínas de 

membrana no solubilizadas previamente por otro detergente. La curva patrón se construye 

usando albúmina de suero bovina (BSA) con un rango de sensibilidad de 10-100 μg, y la 

absorbancia se determina a 750nm. La concentración de proteínas presente en un solubiliziado 
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con SDS 4%-UREA 8M se determina añadiendo a la curva patrón el mismo porcentaje de urea 

y SDS que presentan las muestras.  

Por otra parte, la concentración de proteínas presentes en algunas muestras más 

limitantes, como los sinaptosomas/microsomas aislados (ver apartado 10.1) donde el volumen 

de muestra obtenido es pequeño, se determina utilizando una variante denominada micro-lowry 

(modificación de Fryer H.J.L. y col., 1986), realizado en placas de poliestireno cristalino de 96 

pocillos. En este caso, la curva patrón se hace en un rango de 1 a 10 μg, y la muestra se diluye 

de 10-40 veces en un volumen final de 100 µl. A cada reacción se le añaden 25 µl de la mezcla 

cobre-tartrato (CuSO4 al 5%; Na K Tartrato al 10% y Na2CO3 al 10% en NaOH 0.5N en una 

razón 1:1:100) y se espera 10 minutos. A continuación añadimos el reactivo de Folin&Ciocalteu 

diluido en agua (1:1) y esperamos 20 minutos. Finalmente se procede a la lectura de la placa a 

595nm.  

24. Analisis estadístico 

Todos los experimentos mostrados en este trabajo se han repetido al menos dos 

veces. Los valores representados corresponden a la media del grupo de animales estudiado ± 

desviación estándar. Generalmente la mayor parte de los resultados se han expresado con 

respecto al grupo control (WT o PS1xAPP de 6 meses). El análisis estadístico se ha 

desarrollado con el programa estadístico Statgraphics v3.1. En primer lugar se comprobó que 

los datos se ajustaban a un modelo de distribución normal o Gaussiana (distribución que 

asumen los tests estadísticos más frecuentemente utilizados) y cuando no ha sido ha así se ha 

especificado esplicitamente.  

En el caso de una distribución normal, hemos comparado los datos mediante el test “t 

de Student”, cuando se comparaban dos poblaciones independientes, y hemos empleado 

ANOVA seguido del test de comparación múltiple Tukey para la comparación de varios grupos 

entre sí. Todas las comparaciones se han hecho con respecto al grupo control, y cuando no 

hemos seguido esta regla se ha hecho constar. 

Cuando la distribución de los datos no ha sido normal, hemos recurrido al test de 

Kruskal-Wallis para la comparación entre los distintos grupos de valores. 

Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas para un valor de p<0.05 

(intervalo de confianza del 95%).  



E. RESULTADOS 
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1. La concentración de formas oligoméricas solubles extracelulares del 
péptido β-amiloide aumenta durante el envejecimiento en los animales PS1xAPP. 

En los últimos años numerosas investigaciones han puesto de manifiesto el 

papel neurotóxico de las formas solubles y oligoméricas del péptido β-amiloide en el 

desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (para revisión, Sakono and Zako, 2010; 

Haass and Selkoe, 2007). Además, y como se detalla en la introducción, nuestros 

resultados demuestran la implicación de estas formas oligoméricas de Aβ en la 

activación citotóxica de la microglía (Jimenez et al., 2008). Por estos motivos hemos 

estudiado con detalle la presencia de estas especies del péptido Aβ en fracciones de 

proteínas solubles obtenidas a partir de las cortezas cerebrales de nuestro modelo de 

AD PS1M146LxAPP751-SL. Estas muestras (fracciones S1) se obtuvieron mediante 

ultracentrifugación a 100.000 xg del homogenado obtenido a partir de las cortezas 

cerebrales de animales PS1xAPP en un tampón isotónico libre de detergentes (ver 

materiales y métodos; apartado 6). De este modo, intentamos preservar las 

estructuras oligoméricas de Aβ presentes inicialmente en los tejidos y evitamos la 

extracción de β-amiloide de los depósitos insolubles extracelulares (placas) o 

intracelulares, presentes en nuestros animales desde edades tempranas (Blanchard et 

al., 2003).  

Empezamos determinando mediante ELISA la concentración de Aβ42 en las 

fracciones solubles S1 de animales PS1xAPP de 6 y 18 meses usando 4 animales de 

cada edad. Como se observa en la figura R1.A, la cantidad de Aβ42 aumenta en torno 

a 13 veces de media en los animales de 18 meses (86.9±54.2 pg/mg proteína soluble) 

con respecto a los de 6 meses (6.7±1.3 pg/mg de proteína soluble), aunque los 4 

animales de 18 meses analizados mostraron gran heterogeneidad en este incremento.  

Por otra parte, la posible presencia de formas oligoméricas fue inicialmente 

determinada mediante dot-blots utilizando anticuerpos específicos (A11 y Nu-1) que 

reconocen específicamente epítopos conformacionales de los oligómeros del péptido 

Aβ (Kayed et al., 2007; Lambert et al., 2007). Esta aproximación experimental tiene 

como ventaja que no requiere condiciones desnaturalizantes para el análisis de los 

posibles oligómeros. Sin embargo, no permite distinguir las especies oligoméricas 

presentes en la muestra. Para este estudio hemos utilizado un pool de 4 animales 

PS1xAPP de cada edad (6, 12 y 18 meses) y tipo (WT y PS1xAPP). Como se muestra 

en la figura R1.B, en los animales WT y PS1xAPP de 6 meses no se detectó señal 

específica (asumiendo que la señal obtenida en WT corresponde a la no específica). 
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Mientras que los animales WT no tuvieron diferencia significativa asociada al 

envejecimiento, los animales PS1xAPP de 12, y más prominentemente los de 18 

meses, mostraron un claro aumento en la señal obtenida (a los 18 meses, la señal 

detectada es en torno a 10 veces mayor a la de los animales WT de 6 meses, figura 

R1.C). Estos resultados demuestran que el Aβ oligomérico soluble aumenta 

significativamente en los animales PS1xAPP durante el proceso de envejecimiento. 

ELISA Aβ42 

Edad (meses)
6 18

Pé
pt

id
o 

A
β4

2 
(p

g/
m

g 
de

 p
ro

te
ín

a)

0

50

100

150

200

T-test
p<0.05

Aβ οligomérico

Edad (meses)

6 12 18

U
ni

da
de

s 
re

la
tiv

as
 a

 la
 m

ed
ia

 d
e 

6 
m

es
es

0

5

10

15

20

25

A11
Nu-1

Tukey 
p<0.05 Tukey 

p<0.05

WT

Tg

WT

Tg

WT

Tg

6 meses

12 meses

18 meses

Nu-1 A11

A)

B)

C)

 

 

Posteriormente, pasamos a caracterizar las formas oligoméricas presentes en 

los animales PS1xAPP de 18 meses. En primer lugar estudiamos los mismos extractos 

de proteínas solubles S1 mediante Western-Blot (WB). Para ello, 20 µg de proteína 

soluble se sometieron a electroforesis en geles al 16%-poliacrilamida-SDS. El 

anticuerpo usado fue 6E10, que reconoce el péptido Aβ y otras formas solubles 

derivadas del APP, como APPα soluble. En la figura R2 se muestran los resultados 

obtenidos tras analizar las fracciones S1 de un animal WT de 6 meses y 3 animales 

Figura R1. Cuantificación del péptido Aβ soluble y de sus formas oligoméricas en las fracciones S1 de los 
animales PS1xAPP. A) Aβ 42 detectado mediante ELISA en fracciones de proteínas solubles S1. La 
concentración de Aβ 42 está incrementada en torno a 13 veces en los animales de 18 meses PS1xAPP con 
respecto a los de 6 meses. B) Dot-blot representativo empleando anticuerpos específicos para reconocer epítopos 
conformacionales de Aβ oligomérico (A11 y Nu-1). Cada punto corresponde a un pool de 4 animales diferentes y 
se presenta por triplicado. C) Cuantificación de la señal específica obtenida mediante dot-blot en B. Los animales 
PS1xAPP de 18 meses muestran un aumento significativo en la cantidad de Aβ oligomérico soluble con respecto 
a los de 6 meses. T-test o Tukey p<0.05, cambios significativos con respecto a WT de 6 meses. 
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PS1xAPP de 6 y 18 meses. En los animales PS1xAPP de 6 meses aparece una banda 

predominante de alto peso molecular (en torno a 110KDa) ausente en el animal WT, 

que corresponde a la forma soluble APPα derivada del procesamiento del trasngén 

humano APP751. En los animales de 18 meses se observan además bandas 

adicionales de Mr 24, 50, 60 y 100 KDa aproximadamente, que podrían corresponder 

a formas oligoméricas del péptido amiloide resistentes a SDS. Sin embargo, de los 3 

animales de 18 meses estudiados, solo uno de ellos presentó de forma clara todas 

estas formas adicionales reconocidas por 6E10, lo que demuestra que en animales 

viejos la producción de oligómeros del péptido amiloide es heterogenea.  
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Para confirmar que las proteínas adicionales reconocidas en PS1xAPP de 18 

meses eran formas oligoméricas de Aβ, procedimos a identificarlas mediante ensayos 

de inmunoprecipitación empleando el  anticuerpo A11 pre-adsorbido a proteína G o 

proteína A-sefarosa. Partimos de una mezcla de fracciones S1 de 3 animales 

PS1xAPP de 18 meses en los que previamente se habían detectado estos posibles 

oligómeros con el anticuerpo 6E10, y realizamos 3 inmunoprecipitaciones seriadas 

(ver materiales y métodos; apartado 15). Tras analizar los 3 precipitados obtenidos 

mediante WB utilizando geles al 16%-poliacrilamida-SDS obtuvimos los resultados que 

se muestran en la figura R3.  

Figura R2. Estudio de las fracciones solubles S1 de los animales PS1xAPP mediante WB con el anticuerpo 
6E10. Tras electroforesis en gel al 16%-poliacriladima-SDS, en los animales PS1xAPP de 6 meses se observa 
una banda predominante que corresponde al péptido APPα soluble.  Además uno de los animales de 18 meses 
muestra varias bandas adicionales reconocidas por 6E10 (24, 50, 60 y 100KDa), posiblemente formas 
oligoméricas del péptido Aβ. 
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En primer lugar analizamos mediante WB el primer precipitado obtenido tras 

utilizar la proteína-G-Sefarosa (PGS), lo que nos hizo descartar la posible interferencia 

de APPα soluble en nuestros resultados (figura R3.A). Como control interno usamos la 

resina acoplada al anticuerpo sin la muestra, PGS+Ab. Posteriormente pasamos a 

analizar los 3 inmuno-precipitados mediante WB con 6E10, lo que nos permitió 

identificar formas oligoméricas de 50, 60 y 100 KDa específicamente reconocidas por 

A11. Finalmente, analizamos las 3 precipitaciones seriadas obtenidas con el 

anticuerpo A11 pre-adsorbido a Proteína-A-Sefarosa (PAS). Igualmente, empleamos 

6E10 para WB, lo que nos permitió observar el oligómero de 24KDa y el de 100KDa 

específicamente reconocidos por A11 (figura R3.A). Por lo tanto, alternar proteína-G 

con proteína-A para la inmunoprecipitación nos ha permitido detectar todas las formas 

oligoméricas que se observaron inicialmente tras el análisis preliminar mediante WB 

de la fracción S1 de 18 meses. En estos experimentos, siempre hemos alternado un 

anticuerpo policlonal producido en conejo (A11) para la inmunoprecipitación, con un 

anticuerpo monoclonal producido en ratón (6E10 y anti-APPα soluble) para WB, con la 

finalidad de evitar que el anticuerpo secundario utilizado en WB reconozca las 

cadenas pesada (50 KDa) y ligera (25 KDa) de la inmunoglobulina usada para el 

ensayo de inmunoprecipitación. 

En este sentido, algunas de las formas oligoméricas detectadas como las de 

24, 50 o 60 KDa podrían confundirse fácilmente con las bandas correspondientes a las 

cadenas ligeras y pesada, respectivamente, del anticuerpo usado para la 

inmunoprecipitación. Sin embargo, al utilizar 3 inmunoprecipitaciones seriadas, se 

observa que las bandas correspondientes a las especies oligoméricas precipitadas por 

A11 se encuentran mayoritariamente en el primer precipitado, mientras que su señal 

disminuye o apenas se observa en los dos posteriores, por lo que concluimos que 

corresponden a los oligómeros de Aβ reconocidos por A11. Contrariamente, las 

bandas que corresponden a las inmunoglobulinas aparecen en los 3 precipitados con 

la misma intensidad (ver figura R3.A), diferenciándose fácilmente de las bandas 

específicas.  
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También hemos empleado el anticuerpo 6E10 para inmunoprecipitar las formas 

de Aβ presentes en el extracto S1 de los animales PS1xAPP de 18 meses, pero al 

analizar el precipitado mediante WB (con 6E10) no hemos obtenido resultados 

satisfactorios. La interferencia creada al emplear el mismo anticuerpo en WB e IP no 

nos ha permitido visualizar las formas oligoméricas inmunoprecipitadas entre 50 y 100 

KDa. Como se muestra en la figura R3.B, la cadena pesada de la inmunoglobulina 

6E10 muestra una movilidad relativa en torno a 100 KDa en lugar de 50 KDa. Puesto 

que esta banda puede observarse en todos los carriles excepto en el de resina que no 

lleva anticuerpo acoplado (PGS), pensamos que las cadenas pesadas de 6E10 

podrían estar covalentemente unidas (cross-linked). Si esta unión tiene lugar durante 

la inmunoprecipitación o si se encuentra de este modo comercialmente es 

desconocido. La inmuno-precipitación con 6E10 nos ha permitido constatar que no 

existen monómeros (~4.5;KDa) u oligómeros de bajo peso molecular como di-, tri- o 

tetrámeros (~9; ~13.5 y ~18KDa respectivamente) inmunoprecipitados con 6E10 

(figura R3.B). De estos resultados podemos concluir que las formas solubles de Aβ 

mayoritarias  en los animales PS1xAPP de 18 meses corresponden a oligómeros de 

Figura R3. Inmunoprecipitación de las formas oligoméricas solubles del péptido Aβ en animales de 18 
meses PS1xAPP. A) Inmuno-precipitaciones seriadas con el Anticuerpo A11 usando como resina Proteína-G/A–
sefarosa, y partiendo de 50µg de proteína soluble. El primer precipitado se analizó mediante WB empleando el 
anticuerpo anti-APPα soluble junto al control interno sin la muestra (PGS+Ab) para mostrar que A11 no reconoce 
sAPPα. Las 3 precipitaciones seriadas empleando PAS o PGS se analizaron con el anticuerpo 6E10 para detectar 
formas oligoméricas de Aβ precipitadas específicamente por A11, que se concentran mayoritariamente en el 
primer precipitado. B) Inmunoprecipitación con 6E10 a partir de la fracción soluble de 18 meses y de un control 
positivo que contiene Aβ monomérico. El precipitado también se analizó mediante WB con 6E10. No se 
observaron mono-, di-, tri-, o tetrameros de Aβ inmunoprecipitados en al animal de 18 meses con las condiciones 
experimentales ensayadas. 
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alto peso molecular resistentes a SDS, mientras que el monomero, dímeros y/o 

trímeros de Aβ están ausentes. 

Para identificar con más precisión las formas oligoméricas de alto peso 

molecular, analizamos las formas solubles de Aβ inmunoprecipitadas mediante 

electroforesis en Tris-glicina con geles al 12%-poliacrilamida-SDS (figura R4.A), 

usando las mismas muestras que en los experimentos anteriores, más WT y PS1xAPP 

de 6 meses. Como se muestra en la figura R4.A (panel izquierdo), en el animal WT no 

aparecen formas oligoméricas tras la inmunoprecipitación con el anticuerpo A11, 

apareciendo alguna a muy baja concentración en animales de 6 meses PS1xAPP. 

Coincidiendo con nuestros resultados previos, obtenidos mediante ELISA, se observa 

un fuerte incremento de estos oligómeros en las fracciones S1 de los animales de 18 

meses. Por otra parte, el análisis de los oligómeros de Aβ en estos geles más abiertos 

corrobora que el anticuerpo A11 no reconoce APPα soluble, y resuelve con más 

precisión el peso molecular de estas formas oligoméricas en base a su movilidad 

relativa. Así pues, las formas inmunoprecipitadas muestran una movilidad relativa de 

24; 47; 57; 90 y 96 KDa lo que sugiere que pueden ser oligómeros de Aβ de 6; 10; 12; 

20 y 22-mer.  

Tras inmunoprecipitación con 6E10 (figura R4.A; panel derecho), encontramos 

resultados muy similares a los obtenidos con A11. En este sentido, los anticuerpos 

6E10 y A11 reconocieron las mismas formas oligoméricas en un medio no 

desnaturalizante. Sin embargo, la interferencia de la cadena pesada de la 

inmunoglobulina 6E10 en WB no nos permitió observar las formas oligoméricas de 90 

y 96 KDa, a la vez que la interferencia de la cadena ligera de la inmunoglobulina nos 

evitó observar la forma de 24 KDa.  



RESULTADOS 

- 111 - 

 

A)

-24

-47
-57

-90
-96/sAPPα

PS
1x

AP
P 

6m

PS
1x

AP
P 

18
m

M
ue

st
ra

 T
g.

18
m

I.P. A11

6E10

PS1∆exon9xAPP695-SB)

25

40

50

80

120
190

20

25

40

50

80

120
190

20
-24

-47
-57

-90
-96
-sAPPα

W
T 

6m

PS
1x

AP
P 

6m

PS
1x

AP
P 

18
m

M
ue

st
ra

 T
g.

18
m

I.P. A11

WB: 6E10

PS1M146LxAPP751-SL

PGS

HC-Ig 6E10

LC-Ig 6E10
PGS

6E10

-24

-47
-57

-90
-96
-sAPPα

W
T 

6m

PS
1x

AP
P 

6m

PS
1x

AP
P 

18
m

M
ue

st
ra

 T
g.

18
m

I.P. 6E10

 

 

Finalmente, dada la gran diversidad de formas oligoméricas de Aβ que han sido 

relacionadas en la neurodegeneración propia de la enfermedad de Alzheimer (Kuo et 

al., 1996; Hoshi et al., 2003; Lesne et al., 2006; Shankar et al., 2008), repetimos el 

mismo ensayo de inmunoprecipitación en fracciones S1 de un modelo transgénico 

diferente al habitualmente empleado. Dicho modelo (PS1∆exon9xAPP695-S) tiene una 

deleción completa del exón 9 de presenilina 1, y la forma transgénica de APP695 (solo 

porta la mutación Swedish). Nuestros resultados muestran, a nivel cualitativo, las 

mismas formas oligoméricas solubles de Aβ en ambos modelo a los 18 meses de edad 

(figura R4.B), aunque la concentración de oligómeros en el modelo PS1∆exon9xAPP695-S 

parece ser notablemente inferior a la detectada en los animales PS1M146LxAPP751-SL.  

 

 

Figura R4. Inmunoprecipitación de oligómeros solubles de Aβ en animales de 6 y 18 meses 
PS1M146LxAPP751-SL y PS1∆exon9xAPP695-S.  A) Inmunoprecipitaciones a partir de extractos solubles S1 de un animal 
WT de 6 meses, y PS1M146LxAPP751-SL de 6 y 18 meses con el anticuerpo A11. El análisis de las formas 
precipitadas en geles del 12%-poliacrilamida-SDS nos permitió comprobar que las formas oligoméricas de Aβ se 
encuentran de forma casi exclusiva en el animal PS1xAPP de 18 meses, y que éstas son compatibles con 
oligómeros de 6, 10, 12, 20 y 22-mer. B) Un estudio similar se llevó a cabo en proteínas solubles (S1) de animales 
PS1xAPP de 6 y 18 meses del modelo PS1∆exon9xAPP695-S en el cual encontramos a nivel cualitativo las mismas 
especies oligoméricas de Aβ precipitadas por A11 en los animales de 18 meses. 
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2. Efecto del péptido Aβ extracelular soluble en la modulación de la vía 
PI3K-AKT-GSK-3β en los animales PS1xAPP. 

Aunque las evidencias sobre el papel neurotóxico que pueden jugar las 

especies oligoméricas solubles del péptido β-amiloide en la enfermedad de Alzheimer 

son cada vez mayores (Gong et al., 2003; Lacor et al., 2004; De Felice et al., 2008; 

Shankar et al., 2008), los mecanismos moleculares por los que estas especies ejercen 

su acción tóxica son en gran medida desconocidos. En este sentido, nuestro grupo ha 

demostrado recientemente que en animales PS1xAPP viejos existe una relación entre 

la aparición de estas formas oligoméricas de Aβ y  la activación de la microglía hacia 

un fenotipo citotóxico, posiblemente involucrado en la neurodegeneración (Jimenez et 

al., 2008). 

Además otros posibles mecanismos citotóxicos deben ser tenidos en cuenta en 

la EA. En este sentido, la proteína GSK-3β (Glucogeno sintasa-quinasa-3β) se 

encuentra implicada en la regulación de la apoptosis celular (Beurel and Jope, 2006) y 

desempeña un papel central en el desarrollo de la enfermedad (Balaraman et al., 

2006; Lucas et al., 2001; Engel et al., 2006). En los últimos años han aparecido 

numerosas evidencias de que la vía de señalización PI3K-AKT-GSK-3β se encuentra 

alterada en los enfermos de Alzheimer (Griffin et al., 2005; Forlenza et al., 2011), y de 

que podría estar modulada por el péptido β-amiloide (Zhao et al., 2008). Siguiendo 

esta línea, decidimos estudiar la actividad de GSK-3β, y la influencia de los fragmentos 

derivados de la proteína APP en nuestro modelo PS1xAPP durante el envejecimiento. 

De este modo, intentamos establecer una relación entre el aumento de Aβ oligomérico, 

el eje PI3K-AKT-GSK-3β y la muerte neuronal observada en los animales de 18 meses 

PS1xAPP (Schmitz et al., 2004; Jimenez et al., 2008).  

2.1 La fosforilación en Ser9 de GSK-3β está disminuida durante el 
envejecimiento en los animales PS1xAPP.  

La fosforilación en Ser-9 de GSK-3β se encuentra mediada por AKT-1 e inhibe 

la actividad GSK-3β. Al estudiar mediante WB la fosforilación de este residuo en 

extractos de proteínas totales de animales WT y PS1xAPP de 6 y 18 meses (ver figura 

R4.A), encontramos un aumento significativo en la razón pSer9-GSK-3β/GSK total en 

los animales PS1xAPP jóvenes (6 meses) con respecto a WT. Sin embargo, en 

animales viejos (18 meses), la fosforilación de GSK-3β tiende a disminuir de manera 
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no significativa en los WT y sufre una clara disminución en los animales PS1xAPP con 

respecto a WT y PS1xAPP de 6 meses (figuras R4.A y R4.B).  

Además realizamos estudios adicionales de inmunohistoquímica (IHC) en 

cortes de hipocampo, que muestran que la forma fosforilada en Ser-9 de GSK-3β se 

localiza principalmente en los cuerpos neuronales del estrato piramidal (ver figura 

R4.C; detalle de C1 a C4). Los resultados de IHC han sido muy similares a los 

obtenidos mediante WB. Por un lado, en los animales PS1xAPP de 6 meses se 

produce un aumento en la inmunoreactividad para pSer-9-GSK-3β en el estrato 

piramidal, y en interneuronas del stratrum oriens, con respecto a los animales WT 

(figura R4.C; C1 y C2). Por otro lado, hemos observado una disminución en la 

inmunoreacción del estrato piramidal de los animales PS1xAPP de 18 meses con 

respecto a los animales WT tanto de 6 como de 18 meses (figura R4.C; C1, C3 y C4).   

Estos resultados sugieren que la actividad GSK-3β podría estar modulada 

durante el envejecimiento en las neuronas hipocampales de los animales PS1xAPP. 

Para comprobar esta hipótesis, hemos estudiado los niveles y el grado de fosforilación 

de la proteína β-catenina en residuos específicamente fosforilados por GSK-3β 

(Ser33/37/Thr41) y que están implicados en su degradación (Aberle et al., 1997); (Liu 

et al., 2002). En este sentido, aunque no hemos encontrado diferencias significativas 

en la razón fosfo/total, los niveles totales de β-catenina se encuentran ligeramente 

aumentados en los animales PS1xAPP de 6 meses. Por el contrario, en los animales 

PS1xAPP de 18 meses detectamos una fuerte caída en los niveles totales de β-

catenina junto con un incremento considerable de la razón fosfo/total β-catenina 

(figuras R4.D y E). Por lo tanto, en congruencia con el grado de fosforilación detectado 

en Ser9-GSK-3β, estos resultados sugieren que la actividad de GSK-3β podría estar 

inhibida en los animales de 6 meses, e incrementada en los de 18 meses PS1xAPP. 

Además, esta hipótesis se encuentra abalada por un aumento en la fosforilación de los 

epítopos de tau reconocidos por los anticuerpos AT-100 y AT-8 en los animales 

PS1xAPP de 18 meses, con respecto a los jóvenes (ver figura R28; apartado 4 de 

resultados), ya que estos epítopos son sustratos directos de la actividad enzimática de 

GSK-3β (Hanger et al., 2009). 
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Por otro lado, si tenemos en cuenta el papel que juega la actividad GSK-3β en 

la regulación de la vía intrínseca de la apoptosis modificando la expresión de factores 

pro- y anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 (Scali et al., 2006; Hongisto et al., 2003; 

Lonze and Ginty, 2002), estos resultados en parte podrían explicar, en primer lugar, la 

escasa degeneración neuronal observada en nuestro modelo a los 6 meses aun en 

Figura R5. Estudio de la fosforilación en Ser-9 de GSK-3β en animales WT y PS1xAPP de 6 y 18 meses. A) 
WB representativo de GSK-3β fosforilada y GSK total (α y β) en extractos de proteínas totales de hipocampo. B) 
Análisis de la densidad óptica de A. La a razón pSer-9/GSK total aumenta en animales PS1xAPP de 6 meses, y 
disminuye significativamente a los 18 meses. C) Inmunohistoquímica en la región CA1 del hipocampo en animales 
WT y PS1xAPP de 6 y 18 meses usando el anticuerpo pSer-9-GSK-3β. En animales WT la inmunorreactidad  se 
concentra en los cuerpos neuronales del estrato piramidal, interneuronas y en dendritas proximales. Los animales 
PS1xAPP de 6 meses muestran un aumento en la inmunoreactividad para pSer-9-GSK-3β, mientras que los de 18 
meses manifiestan una disminución. D) WB representativo de la forma fosforilada y total de β-catenina. E) Análisis 
de la densidad óptica de D. Coincidiendo con los cambios en la fosforilación de GSK-3β, el nivel total de β-
catenina se incrementa en los animales PS1xAPP de 6 meses, y disminuye  a los 18 meses con respecto a WT de 
6 meses. n= 3-5 animales diferentes de cada edad y tipo. sp: stratum pyramidale; so: stratum oriens; sr: stratum 
radiatum. Escala mostrada: 50µm. (*) Tukey p<0.05, cambios significativos con respecto a WT de 6 meses.. 
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presencia de placas del β-amiloide (Ramos et al., 2006), y en segundo lugar, la 

pérdida neuronal observada en estos animales a los 18 meses (Jimenez et al., 2008). 

2.2 El péptido APPα soluble y los oligómeros solubles de Aβ presentes en 
las fracciones S1 de los animales PS1xAPP pueden modular la fosforilación de 
GSK-3β en cultivos de células N2a. 

A la luz de los resultados descritos y teniendo en cuenta que la sobre-expresión 

de la proteína APP en los animales PS1xAPP tiene como consecuencia un fuerte 

incremento en la concentración de los fragmentos solubles derivados del 

procesamiento de APP (ver figura R2), sospechamos que el péptido sAPPα podría 

tener un papel en la regulación de la actividad GSK-3β in vivo, a través del vía PI3K-

AKT-GSK-3β. En este sentido, ha sido descrito recientemente que los monomeros Aβ, 

actuando sobre receptores de membrana como los de insulina o IGF-1, activan dicha 

vía (Giuffrida et al., 2009). Para comprobar esta hipótesis recurrimos a ensayos in vitro 

en cultivos de neuroblastomas murinos N2a. Estas células se trataron con las 

fracciones solubles obtenidas de los animales WT y PS1xAPP de 6 y 18 meses, y 

posteriormente, se analizaron los niveles de fosforilación de GSK-3β (Ser-9), AKT 

(Ser-473 y Thr-308) y receptores de insulina (Tyr-1150/1151) e IGF-1 (Tyr-1135/1136). 

Para esta clase de ensayos utilizamos un pool de las fracciones S1 de 3 animales para 

cada edad (6 y 18 meses) y tipo (WT o PS1xAPP). En los animales PS1xAPP de 18 

meses utilizados, comprobamos previamente mediante WB la presencia de formas 

oligoméricas de Aβ. 

En primer lugar realizamos un ensayo de estimulación en ausencia de suero en 

el medio de cultivo, con la finalidad de conseguir que la fosforilación de GSK-3β se 

encuentre en sus valores basales antes de la estimulación. De este modo, pudimos 

evaluar la capacidad de nuestras fracciones solubles S1 para inducir la fosforilación de 

GSK-3β. En estos experimentos incluimos un control negativo sin estimulo, y un 

control positivo al que añadimos suero fetal al 5%. Tras añadir 50 µg de proteínas 

solubles de WT ó PS1xAPP de 6 ó 18 meses a las células N2a en cultivo estudiamos 

mediante WB la fosforilación de AKT y GSK-3β (figura R6.A). La estimulación con los 

extractos solubles de PS1xAPP se hace durante tiempos cortos (30 minutos) con la 

finalidad de evitar la posible saturación de la vía, disminución de la señal o la posible 

muerte neuronal inducida durante el tratamiento. 
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El tratamiento con la fracción S1 de los animales PS1xAPP de 6 meses 

produce un aumento, estadísticamente significativo, en la fosforilación en Ser-9 de 

GSK-3β, mientras que el tratamiento con S1 de animales WT no indujo cambios con 

respecto al control negativo. Sin embargo, el tratamiento con la fracción soluble S1 de 

animales PS1xAPP de 18 meses no aumenta, o incluso induce una inhibición de la 

fosforilación por debajo del valor basal (figura R6.C), lo que indica la presencia de 

factores solubles capaces de bloquear la fosforilación de GSK-3β.  
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El aumento en los niveles de fosfoSer9-GSK-3beta, parece estar mediado por 

la activación de la vía PI3K-AKT. De hecho, la fosforilación de AKT en los residuos 

Ser-473 y Thr-308, mostraron un perfil de fosforilación muy similar al de GSK-3β bajo 

Figura R6. Efecto de las fracciones S1 de animales WT y PS1xAPP sobre la fosforilación de GSK-3β en 
cultivos de N2a.  A y B) WB representativo de fosforilación de GSK-3β, AKT, IGF-1R e IR. Los cultivos se 
estimulan con la fracción S1 (50μg) de animales WT y PS1xAPP (6 y 18 meses) en un medio con suero (A) o sin 
suero (B). C+ : control positivo (adición de suero al medio); C- : control negativo (sin suero o inhibición mediada 
por LY294042). C) Representación cuantitativa de los cambios en fosfo-Ser9-GSK-3β con respecto al control 
negativo en A y B. La fracción S1 de PS1xAPP de 6 meses induce la fosforilación de GSK-3β alcanzando el valor 
del control positivo, mientras en el caso contrario la fracción S1 de PS1xAPP 18 meses inhibe de forma significa la 
fosforilación inducida por la presencia de suero en el medio. Los datos representados corresponden al promedio 
de 3 experimentos diferentes. 
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las mismas condiciones de estimulación, lo que demuestra el efecto específico de la 

fracción S1 de los animales PS1xAPP de 6 meses a la hora de modular la ruta PI3K-

AKT-GSK, llevando en última instancia a la inhibición de GSK-3β.  

En segundo lugar, realizamos un experimento similar empleando únicamente 

las fracciones S1 de los animales de 18 meses tanto WT como PS1xAPP, con la 

finalidad de estudiar el posible efecto inhibidor en la fosforilación de GSK-3β por parte 

de los factores solubles presentes en los estos animales. En este ensayo se determinó 

el posible efecto inhibidor de los S1 de 18 meses sobre la fosforilación de GSK-3β 

inducida por 5% de suero. El control positivo utilizado es igual que en el ensayo 

anterior, mientras que para el control negativo, optamos por retirar el suero del medio 

ó, alternativamente, añadir el inhibidor de la PI3K LY294002 (figura R6.B). Como 

esperábamos, la adición de 50 µg de la fracción S1 de 18 meses PS1xAPP dio lugar a 

una clara inhibición en la fosforilación de GSK-3β con respecto al control positivo, 

mientras la fracción soluble de los animales WT no mostró efecto alguno en este 

sentido (figura R6.C). La fosforilación de AKT en los residuos Thr-308 y Ser-473 

mostró de nuevo un perfil de fosforilación similar al de GSK en Ser-9, lo que sugiere 

que los factores solubles presentes en los animales PS1xAPP viejos son capaces de 

bloquear la vía completa PI3K-AKT-GSK-3β, llevando en este caso a la activación de 

GSK-3β. 

Por otra parte, con la finalidad de conocer los receptores de membrana que 

podrían estar modulando el efecto observado en la fosforilación de GSK-3β 

estudiamos el estado de fosforilación de los receptores de insulina (Tyr-1150/1151) e 

IGF-1 (Tyr-1135/1136). Ambos receptores están involucrados en la patología de 

Alzheimer y pueden modular la fosforilación de GSK-3β a través de la vía PI3K-AKT-

GSK ((Xie et al., 2002; Zhao et al., 2008). Tras la estimulación con las fracciones 

solubles de los animales WT y PS1xAPP ambos receptores mostraron claramente un 

perfil de fosforilación similar al producido para AKT o para GSK-3β (ver figuras R6.A y 

R6.B). Estos resultados sugieren que los factores solubles de los animales PS1xAPP 

de 6 y 18 meses podrían modular la señalización de la vía PI3K-AKT-GSK-3β a través 

de estos receptores, aunque no podemos descartar que otros receptores puedan estar 

también involucrados. 

Para demostrar que el péptido APPα soluble está implicado en la activación de 

la vía PI3K-AKT-GSK, sometimos a la fracción S1 de los animales de 6 meses a 3 

incubaciones secuenciales con 6E10. Estas incubaciones deberían inmunodepletar a 
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sAPPα de las fracciones S1 de los animales jóvenes PS1xAPP. Más concretamente, 

100 µg de proteína de la fracción S1 de PS1xAPP de 6 meses se sometieron a 3 

inmuno-depleciones seriadas utilizando el anticuerpo 6E10. El extracto depletado, 

junto con la fracción S1 de PS1xAPP de 6 meses no depletada y la de WT de 6 

meses, las empleamos para estimular la fosforilación en Ser-9 de GSK-3β en cultivos 

de células N2a en medio de cultivo sin suero, usando los mismos controles internos 

mostrados en la figura R6.A. Los resultados obtenidos (ver figura R7.A) demuestran 

que la inmuno-depleción con 6E10 de la fracción S1 de los animales PS1xAPP de 6 

meses revierte prácticamente en su totalidad la capacidad de inducir la fosforilación de 

GSK-3β en Ser-9 (figura R7.C). Un efecto similar se observó sobre la fosforilación en 

Ser-473 y Thr-308 de AKT. 

Aunque el anticuerpo 6E10 puede reconocer varias formas derivadas del 

procesamiento de APP, de todas ellas solamente los péptidos sAPPα y Aβ pueden 

encontrarse en las fracciones S1 de los animales jóvenes PS1xAPP. En este sentido, 

se ha demostrado recientemente el efecto inductor del Aβ monomérico en la 

fosforilación de Ser-9 de GSK-3β (Giuffrida et al., 2009), lo que sugiere que esta forma 

de Aβ podría inducir la fosforilación de GSK-3β en los animales jóvenes PS1xAPP. Sin 

embargo, no hemos conseguido detectar Aβ monomérico en las fracciones S1 de los 

animales PS1xAPP (ver figura R2), aun utilizando tiempos largos de exposición, o tras 

inmunopreciptiación con el anticuerpo 6E10 (ver figura R3.B). Por tanto, a la luz de 

nuestros resultados podemos concluir que el péptido sAPPα presente en el extracto 

soluble de los animales PS1xAPP es el principal responsable de la inducción en la 

fosforilación de GSK-3β en el residuo Ser-9. Estos resultados apoyan la hipótesis de 

que APPα soluble es un factor determinante en la inducción de la fosforilación que 

hemos observado en los animales jóvenes PS1xAPP con respecto a los animales WT, 

aunque no podemos descartar que otros factores como IGF-1 también puedan 

participar en este efecto tanto in vivo como in vitro.  
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Por otra parte, también sospechamos que los oligómeros de Aβ solubles 

presentes en nuestros animales PS1xAPP de 18 meses (ver figura R4.A) podrían estar 

bloqueando la vía pro-supervivencia PI3K-AKT-GSK, llevando finalmente a la 

inhibición de la fosforilación en Ser-9 de GSK-3β. Este efecto podría explicar los 

resultados previamente encontrados in vivo e in vitro. Para comprobar este efecto, 

realizamos 3 inmunodepleciones seriadas con el anticuerpo A11 sobre 100 µg de 

proteínas solubles de la fracción S1 de animales PS1xAPP de 18 meses en las que 

previamente habíamos comprobado la presencia de oligómeros de Aβ mediante WB. 

Con el extracto de proteínas depletado de formas oligoméricas de Aβ realizamos un 

ensayo de estimulación sobre células N2a en un medio con suero, incluyendo la 

estimulación con la fracción S1 de PS1xAPP de 18 meses no depletada, la de WT de 

18 meses y los mismos controles internos que se muestran en la figura R6.B. Los 

Figura R7. Efecto de las fracciones S1 de animales PS1xAPP inmunodepletadas con 6E10 o A11 sobre la 
fosforilación de GSK-3β en cultivos de N2a. A y B) WB representativo de la fosforilación de GSK-3β y AKT. Los 
cultivos se estimularon en un medio sin suero con S1 de animales WT y PS1xAPP de 6 meses, y éste último 
depletado con el anticuerpo 6E10 (A). O bien, en un medio con suero, con S1 de WT y PS1xAPP de 18 meses, y 
éste mismo depletado con el anticuerpo A11 (B). C+ y C- son los mismos mostrados en la figura R6. C) 
Representación cuantitativa de los resultados obtenidos en la fosfo-Ser9-GSK-3β con respecto al control negativo 
en A y B. La inmunodepleción de APPα soluble con el anticuerpo 6E10 revierte la fosforilación inducida en GSK-
3β por la fracción S1 de PS1xAPP de 6 meses. Del mismo modo, la inmunodepleción de formas oligoméricas de 
Aβ con A11 de la fracción S1 de PS1xAPP de 18 meses abolió el efecto inhibidor del extracto soluble sobre la 
fosforilación de GSK-3β. Los datos representados corresponden al promedio de 3 experimentos diferentes. Tukey 
p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a WT de 6 meses en A, o a WT de 18 meses en (B). 
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resultados mostrados en la figura R7.B, y de forma cuantitativa en R7.C, demuestran 

que la depleción con el anticuerpo A11 revierte en su totalidad el efecto inhibidor que 

muestra la fracción soluble de los animales PS1xAPP de 18 meses, no solo sobre la 

Ser-9 de GSK-3β, sino también sobre los residuos Thr-308 y Ser-473 de AKT, lo que 

implica la reversión del efecto inhibidor sobre la vía completa PI3K-AKT-GSK-3β. 

Estos resultados sugieren que la activación de GSK-3β observada en el hipocampo de 

los animales PS1xAPP de 18 meses, podría estar mediada por el aumento en la 

concentración de las formas oligoméricas del péptido β-amiloide encontrada en estos 

animales.  

3. Estudio de la proteína precursora del β-amiloide (APP) durante el 
proceso de envejecimiento en el cerebro de los animales PS1xAPP. 

En esta sección nos apartamos del estudio de los mecanismos moleculares 

implicados en al neurotoxicidad ejercida por las formas de Aβ extracelulares solubles 

para profundizar en las razones que pueden dar lugar al aumento que se produce en 

estas especies durante el proceso de envejecimiento en los animales PS1xAPP. 

Puesto que la acción tóxica de las especies oligoméricas solubles ha sido 

ampliamente demostrada, conocer los factores dependientes de la edad implicados en 

este aumento podría constituir una diana terapéutica para el tratamiento de esta 

enfermedad en el futuro.  

3.1 Expresión y procesamiento de la proteína precursora del β-amiloide 
(APP) en los animales PS1xAPP durante el envejecimiento. 

Nuestra hipótesis de partida supone que un aumento en la presencia de Abeta 

oligomérico extracelular podría estar motivado por cambios en la expresión y/o el 

procesamiento de la proteína precursora del amiloide (APP) durante el envejecimiento 

de nuestro modelo transgénico. Para corroborar nuestra hipótesis, abordamos el 

estudio de la expresión de APP en nuestro modelo PS1M146LxAPP751-SL. En primer 

lugar, analizamos la expresión por PCR a tiempo real de la proteína APP endógena 

murina, así como del transgén APP humano que porta las mutaciones Swedish y 

London, y se expresa bajo el dominio del promotor Thy-1 (propio exclusivamente de 

neuronas). En el caso del endógeno, hemos empleado una sonda Taqman 

prediseñada (Applied Biosystems) que reconoce el APP murino, mientras que para la 

medida del transgénico, usamos el fluoróforo Sybrgreen junto con cebadores 

específicos diseñados en las regiones donde la secuencia de mRNA humana y murina 
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son diferentes. En los experimentos de PCR para APP humano se incluye 

rutinariamente un control negativo (muestra wild-type) para comprobar que no existe 

amplificación de la forma endógena. 

Para el desarrollo de estos experimentos, hemos empleado muestras de cDNA, 

obtenidas a partir de hipocampos de animales PS1xAPP de 6, 12 y 18 meses, 

utilizando 10 animales de cada edad. Todos los cambios se han representado con 

respecto a la expresión basal de APP endógeno en animales PS1xAPP de 6 meses. 

Como se muestra en la figura R8, la expresión de la proteína APP transgénica es 

aproximadamente de 8 a 10 veces superior a la de la endógena, siendo por lo tanto la 

forma predominante en nuestro modelo. Como era de esperar, el análisis cuantitativo 

de la expresión de APP transgénica muestra gran variabilidad inter-individual entre los 

distintos animales estudiados, a diferencia de la expresión de la forma endógena, que 

se ha mostrado muy homogénea. Al comparar la media de expresión entre las 

distintas edades estudiadas pudimos concluir que no existen cambios 

estadísticamente significativos en la expresión de la forma transgénica durante el 

envejecimiento de los animales. Por el contrario, la forma endógena, siendo minoritaria 

muestra un incremento significativo en los animales de 18 meses con respecto a los 

animales de 6 meses PS1xAPP (figura R8).  
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Figura R8. Expresión de mRNA de APP endógena y transgénica en el hipocampo de animales PS1xAPP. 
La dispersión de puntos representa los datos obtenidos de cada uno de los animales estudiados en cada grupo de 
edad (10-12 animales), mientras el gráfico de barras representa la media del grupo. Los datos obtenidos muestran 
que la expresión del transgén APP humano es muy superior a la del murino, y muy heterogénea, mientras la 
expresión de la forma endógena es muy homogénea. Cada ensayo se ha repetido 3 veces con los mismos 
animales. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses. 
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En segundo lugar, estudiamos mediante WB la presencia de la proteína APP 

en extractos de proteínas totales de hipocampo de animales PS1xAPP de 2, 6, 12 y 18 

meses. El anticuerpo de elección (anti-APP-CTFs) reconoce la región C-terminal que 

va del aminoácido 676 al 695, idéntica en la proteína humana (hAPP), murina (mAPP), 

así como en las isoformas APP695, APP751 y APP770. Por lo tanto, nuestro anticuerpo 

reconoce la forma de APP no procesada (APP-FL: full-lengh), los fragmentos 

transmembrana C99 y C83, y el péptido AICD, derivados del procesamiento de APP.  

Al analizar la forma no procesada de la proteína APP hemos observado 2 

bandas predominantes de aproximadamente 120KDa, que corresponden a las formas 

madura e inmadura (glicosilada y no glicosilada respectivamente) de APP transgénica 

(APP751), mientras que la forma endógena puede observarse como una banda 

minoritaria de aproximadamente 100KDa (APP695) (ver figura R9.A). Del análisis 

cuantitativo podemos concluir que tiene lugar un incremento estadísticamente 

significativo de la proteína APP humana en el hipocampo de los animales PS1xAPP de 

18 meses (2.01±0.04; n=4) con respecto a los de 6 meses (figura R9.B). En este 

sentido, también hemos detectado un aumento significativo en la razón de las formas 

madura e inmadura de la proteína APP humana durante el envejecimiento de los 

animales PS1xAPP (figura R9.C). Por lo tanto, estos resultados reflejan una 

acumulación moderada de la proteína APP humana durante el envejecimiento, 

especialmente de la forma madura, lo que podría implicar un aumento en el 

procesamiento de APP ligado a la edad de los animales PS1xAPP.  

Referente a los fragmentos C-terminales generados a partir de APP, en las 

muestras de animales PS1xAPP observamos consistentemente 2 bandas con un peso 

molecular de 14 y 12 KDa respectivamente (ver figura R9.A). El fragmento de 14 KDa 

es además reconocido por el anticuerpo 6E10 (Caballero et al., 2007), lo que 

demuestra que se trata del fragmento C99 procedente del procesamiento β-secretasa. 

Por el contrario, el fragmento de 12 KDa parece corresponder a C83, procedente del 

procesamiento α-secretasa. La cuantificación del fragmento C99 muestra un aumento 

estadísticamente significativo (3.92±0.71; n=4) en los animales PS1xAPP de 18 meses 

(figura R9.B) con respecto a los de 6 meses. Por otra parte, al calcular la razón 

C99/C83 observamos que, a cualquier edad, C99 predomina sobre C83, lo que parece 

lógico ya que la forma de APP sobre-expresada en nuestros animales porta la 

mutación Swedish, lo que determina que APP se procese predominantemente por la 

vía amiloidogénica (Citron et al., 1992). Además, la razón C99/C83 aumenta de forma 
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progresiva y significativa entre 6 y 18 meses, indicando que el procesamiento de APP 

por ruta amiloidogénica esta favorecido respecto al no amiloidogénico durante el 

envejecimiento de los animales PS1xAPP (figura R9.D). 
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En este sentido, nuestro modelo presenta depósitos extracelulares de β-

amiloide en el hipocampo desde edades muy tempranas (3-4 meses), aumentando 

progresivamente en tamaño y numero con la edad de los animales. En paralelo a 

estos depósitos, aparecen también neuritas distróficas bordeando las placas de Aβ 

(Blanchard et al., 2003; Baglietto-Vargas et al., 2010). Ensayos de inmunohistoquímica 

desarrollados por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez (Universiad de Málaga) 

demostraron que la acumulación dependiente de la edad de APP/APP-CTFs en el 

hipocampo ocurre preferentemente en estas neuritas distróficas en torno a placas de 

Aβ (comparar figuras R9.E1, E2 y E3). Estos resultados también muestran un marcaje 

específico en los cuerpos neuronales del estrato piramidal (ver figura R9.E1), que no 

cambia con la edad del animal. Por otra parte, experimentos adicionales de inmuno-

colocalización fluorescente entre APP/APP-CTFs y VGAT/VGLUT-1 (transportadores 

vesiculares de GABA y glutamato respectivamente) mostraron que las neuritas 

distróficas inmunopositivas para los precursores de Aβ son de origen glutamatérgico y 

no GABAérgico (ver figuras R9.F1 y F2), lo que concuerda con la sobre-expresión de 

la proteína APP transgénica bajo dominio del promotor Thy-1 en las neuronas 

principales hipocampales.  

Finalmente, cabe destacarse que el producto C-terminal AICD (APP intracelular 

domain) procedente del procesamiento γ-secretasa no se observó en nuestros 

extractos de proteínas totales, lo que sugiere que la degradación de este péptido 

podría ocurrir rápidamente en el citosol.  

 

 

 

Figura R9. Estudio de la proteína APP y fragmentos C-terminales en el hipocampo de animales PS1xAPP. 
A) WB representativos para APP y APP-CTFs (C99 y C83) en animales de 2, 6, 12 y 18 meses. B) 
Representación cuantitativa de A. APP y C99 se acumulan durante el envejecimiento. C) Incremento en la razón 
APP humana madura/inmadura durante el envejecimiento. D) Evolución de la razón C99/C83 entre 2 y 18 meses. 
E) Inmunohistoquímica en la región CA1 del hipocampo en animales PS1xAPP usando el anticuerpo contra 
APP/APP-CTFs. Estos precursores de Aβ se acumulan con la edad en neuritas distróficas en torno a placas de Aβ 
del stratum oriens. La tinción también se observa en el estrato piramidal pero sin cambios significativos durante el 
envejecimiento. F) Microscopia confocal en animales de 6 meses. Sólo las distrofias de las neuronas 
glutamatergicas (VGLUT-1 positivas), y no de las GABAergicas (VGAT positivas) presentan acumulación de 
APP/APP-CTFs. sp: stratum pyramidale; so: stratum oriens; sr: stratum radiatum. Escala mostrada: 100µm en E, y  
15µm en F. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses.. 
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3.2 Estudio de la actividad secretasa implicada en la producción del β-
amiloide. 

3.2.1 Las actividades β- y γ-secretasa están aumentadas en los animales 
viejos PS1xAPP. 

Los cambios observados en la expresión y el procesamiento de la proteína 

APP, junto con el incremento en la concentración de Aβ soluble durante el 

envejecimiento en los animales PS1xAPP, sugieren un posible aumento en la actividad 

de las enzimas secretasas implicadas en la producción del péptido β-amiloide.  

En este sentido, el cálculo de la razón de los fragmentos C-terminales con 

respecto al sustrato de la enzima (APP) nos permite obtener una lectura indirecta del 

comportamiento de la actividad secretasa independiente de la concentración inicial del 

sustrato. Por lo tanto, el cálculo de la razón C99/hAPP o C83/hAPP nos permite 

estimar, no sin limitaciones, cómo cambia la actividad β- y α-secretasa 

respectivamente durante el envejecimiento de los animales PS1xAPP. Tras calcular 

esta razón hemos normalizado los resultados con respecto al valor obtenido en los 

animales PS1xAPP de 6 meses, al que hemos asignado arbitrariamente el valor 

unidad. Como se observa en la figura R10, existe un aumento significativo en la razón 

C99/hAPP, pero no en la razón C83/hAPP, asociada a la edad de los animales. 

Aunque este resultado sugiere un aumento en la actividad β-secretasa 

independientemente de la concentración del sustrato en los animales PS1xAPP de 18 

meses, una estimación de este tipo probablemente no sea correcta en un sistema vivo 

como el nuestro, en el que el sustrato puede encontrarse en compartimentos celulares 

donde no tiene lugar la actividad enzimática, o bien la degradación del producto 

enzimático puede verse alterada a lo largo de la vida del animal. Por lo tanto, 

decidimos abordar esta cuestión empleando ensayos de actividad enzimática 

partiendo de cortezas de animales PS1xAPP distintas edades, dada la necesidad de 

emplear una cantidad considerable de proteína de membrana, así como tejido fresco.  
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Para determinar la actividad β-secretasa en nuestro modelo, partimos de 50µg 

de proteína de membrana, solubilizadas en buffer de extracción (R&D Systems) o en 

CHAPS 1%-DOC 1%-SDS 2% en PBS. A este solubilizado añadimos una 

concentración saturante de sustrato que, una vez procesado, da lugar a un producto 

de reacción que emite fluorescencia a 495nm (ver materiales y métodos; apartado 15). 

Cuantificamos el incremento de fluorescencia por unidad de tiempo (1 hora) como 

medida de la actividad β-secretasa en animales PS1xAPP de 6 y 18 meses (figura 

R11). En este sentido, los animales PS1xAPP de 18 meses mostraron un incremento 

limitado pero significativo (1.60±0.20 veces con respecto a 6 meses; n=3) en la 

actividad β-secretasa con respecto a los de 6 meses, obteniendo resultados similares 

con ambos medios de solubilización. Puesto que este ensayo de actividad está 

realizado a saturación y, por tanto, es independiente de la concentración del sustrato 

de partida, el aumento en la actividad β-secretasa que tiene lugar en los animales 

viejos debe estar motivado por un posible aumento en la cantidad de enzima (ver más 

adelante).  
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Por otra parte, si bien un aumento en la actividad β-secretasa podría estar 

ligado a un incremento en la producción del péptido β-amiloide, también se hace 

necesario abordar ensayos de actividad enzimática γ-secretasa para constatar si 

existe un mayor procesamiento del sustrato C99 que da lugar a los péptidos Aβ y 

AICD, durante el proceso de envejecimiento de nuestro modelo.  

Para determinar la actividad γ-secretasa en nuestros animales hemos optado 

por un ensayo sin incluir detergentes, con la finalidad de evitar en lo posible 

desnaturalización de este complejo formado por cuatro subunidades (De Strooper, 

2003). En estos experimentos, las membranas de corteza, obtenidas tras homogenizar 

en un medio hipotónico, se incuban a 37ºC durante 2 horas y posteriormente se 

analiza la producción de AICD mediante WB con respecto a la de un control donde la 

incubación tiene lugar en presencia del inhibidor especifico de la γ-secretasa (L-

685,458) (ver materiales y métodos; apartado 16). Para estos ensayos hemos 

empleado animales PS1xAPP (3 de 3 meses y 5 de 6, 12 y 18 meses). Los resultados 

obtenidos aparecen en las figuras R12.A, y R12.B y muestran un incremento 

estadísticamente significativo en la producción de AICD por unidad de tiempo en los 

animales de 18 meses con respecto a los de 6 meses. 

Este ensayo tiene el inconveniente de que no podemos controlar la cantidad de 

sustrato inicial, por lo que no podemos saber si la enzima está funcionando a 

velocidad máxima. Por este motivo, optamos por representar para cada animal la 

actividad γ-secretasa (medida por la producción de AICD) frente a la cantidad de 

sustrato C99 endógeno, previamente determinada mediante WB (figura R12.C). Esta 

representación muestra una cinética de saturación en la producción de AICD (r2=0.75; 

P<0.0001) asociada a la edad de los animales. Como puede observarse, en los 

animales de entre 3 y 12 meses la actividad γ-secretasa aumenta en función de la 

cantidad de sustrato endógeno C99. Sin embargo, en los animales de 18 meses, se 

observa un incremento en C99 en ausencia de cambios de actividad, lo que sugiere 

que la γ-secretasa podría estar funcionando bajo condiciones de saturación por el 

sustrato. Esta saturación en el procesamiento γ-secretasa podría explicar, o estar 

implicada, en la acumulación de C99 observada en los animales de 18 meses. 

Los resultados obtenidos de los ensayos de actividad enzimática β y γ-

secretasa demuestran que durante el envejecimiento de los animales PS1xAPP tiene 

lugar una potenciación de la ruta amiloidogénica, probablemente junto con un 
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incremento en la producción del péptido β-amiloide. Este aumento podría ser un factor 

determinante en la formación de oligómeros de Aβ en los animales de mayor edad.  
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3.2.2 La presencia de BACE-1 y PS1 está aumentada en los animales 
PS1xAPP durante el envejecimiento. 

Para analizar más en profundidad los mecanismos implicados en el aumento 

en la actividad β y γ-secretasa, pasamos a estudiar la expresión de BACE-1 y PS1 en 

el hipocampo de nuestros animales. BACE-1 es la principal, si no la única enzima con 

actividad β-secretasa en el cerebro y se localiza únicamente en neuronas (Vassar et 

al., 2009). Por otra parte, los fragmentos C y N-terminal (CTF ó NTF) de PS1 forman 

parte del centro activo del complejo γ-secretasa (Laudon et al., 2004) y se generan 

mediante endoproteolisis de la forma completa durante la maduración del complejo 

(Thinakaran et al., 1996; De Strooper, 2003), por lo que el análisis de PS1-CTF 

representa una lectura indirecta del complejo γ-secretasa maduro. En este apartado 

estudiamos BACE-1 y PS1 tanto a nivel de expresión transcripcional como a nivel de 

Figura R12. Actividad γ-secretasa en la corteza de animales PS1xAPP. A) WB representativo de la cantidad 
de AICD generada después de 2 horas de reacción. Las reacciones enzimáticas se duplicaron y una de ellas se 
incubó con el inhibidor L-685,458 (Inhibidor-X, 100µM). B) Representación cuantitativa de A. Los animales de 18 
meses mostraron un incremento estadísticamente significativo en la producción de AICD con respecto a los de 6 
meses. C) Cinética de saturación de la cantidad de AICD generada en función de la cantidad de partida de C99 
para cada animal ensayado (todos los cambios están normalizados por la media de 6 meses tanto para C99 como 
para AICD). Cada ensayo se ha repetido al menos 2 veces. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente significativos 
con respecto a 6 meses. 
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proteínas, para comprobar si sufren cambios en la expresión y/o el procesamiento que 

justifiquen el aumento de las actividades enzimáticas BACE-1 y γ-secretasa 

encontrado durante el envejecimiento de los animales PS1xAPP. 

Empezamos analizando la expresión génica de BACE-1 en muestras de cDNA 

de hipocampo de animales WT y PS1xAPP de 6, 12 y 18 meses (n= 5-10), utilizando 

una sonda específica para la secuencia de mRNA maduro que codifica BACE-1 

(Applied Biosystems). En la figura R13 se muestra la nube de puntos correspondiente 

a la totalidad de los animales analizados, así como el valor promedio del grupo. Los 

resultados obtenidos los normalizamos por la media obtenida en los animales WT de 6 

meses, a la que asignamos el valor unidad. Nuestros resultados muestran un aumento 

moderado aunque estadísticamente significativo en animales de 18 meses con 

respecto a los de 6 meses, tanto en WT como PS1xAPP.  

 

A continuación estudiamos mediante WB los niveles de BACE-1 en extractos 

de proteínas totales de hipocampo, usando en cada ensayo 3-5 animales de cada 

edad (6 y 18 meses) y tipo (WT y PS1xAPP) (ver figura R13.A). Hemos probado varios 

anticuerpos comerciales para detectar esta proteína con resultados poco 

satisfactorios. El anticuerpo finalmente elegido (Abcam) reconoce específicamente una 

banda difusa de aproximadamente 70 KDa, que corresponde a la forma madura de 

BACE-1 (glicosilada) y una doble banda en torno a 50 KDa, que parece corresponder 

a pro-BACE-1 (banda superior) y a la forma inmadura de BACE-1 (banda inferior) (ver 

figura R13.A). En este sentido, BACE-1 es liberada de su pro-dominio y glicosilada con 

carbohidratos complejos en el aparato de Golgi, lo que explicaría el aumento en el 

peso molecular y el aspecto de la banda correspondiente a la forma madura (Vassar et 

al., 2009).  
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Figura R13. Expresión de mRNA de BACE-1 en el 
hipocampo de animales WT y PS1xAPP. La 
dispersión de puntos representa los datos obtenidos 
de cada uno de los animales estudiados en cada edad 
y genotipo (5 animales), mientras el gráfico de barras 
representa la media del grupo. Un incremento similar 
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envejecimiento. Cada ensayo se ha repetido 3 veces 
con los mismos animales. (*): Tukey p<0.05, cambios 
estadísticamente significativos con respecto a 6 
meses. 
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Nuestros resultados de WB muestran un aumento de la forma inmadura de 

BACE-1 tanto en WT como en PS1xAPP de 18 meses con respecto a 6 meses (figura 

R14.B), muy similar al encontrado por PCR a tiempo real (figura R.13). Sin embargo 

en animales WT de 18 meses el incremento en la forma inmadura de BACE-1 no se 

reflejó en la forma madura, en la que solo apreciamos un leve aumento con respecto a 

los animales WT de 6 meses (1.14±0.31, n=3). Por el contrario, en los animales 

PS1xAPP de 18 meses, la forma madura de BACE-1 experimenta un incremento 

significativo con respecto a WT de 6 meses (2.20±0.94, n=5, ver figura R.14B), que no 

guarda relación con los cambios encontrados a nivel transcripcional y fue superior al 

que muestra la forma inmadura en estos mismos animales (ver figura R.14B), lo que 

posiblemente refleje deficiencias en la degradación de BACE-1 asociadas a la edad en 

los animales PS1xAPP.  
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Finalmente, al representar la razón forma madura/inmadura de BACE-1, 

encontramos un incremento significativo en animales PS1xAPP, y un descenso en WT 

Figura R14. Estudio de BACE-1 mediante WB en el hipocampo de animales PS1xAPP y WT. A) WB 
representativo para BACE-1 en animales WT y PS1xAPP de 6 y 18 meses (n=3-5). B) Representación cuantitativa 
de A. La forma madura experimentó un aumento significativo en los animales PS1xAPP de 18 meses con 
respecto a 6 meses. Todos los cambios observados tanto en la forma madura como la inmadura se han 
normalizado con el valor correspondiente obtenido en 6 meses WT. C) De acuerdo con estos resultados, el ratio 
BACE-1 maduro/inmaduro está incrementado en los animales viejos con respecto a los jóvenes mientras 
disminuye en los animales WT. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses. 
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(figura R14.C), lo que sugiere que el aumento de actividad β-secretasa asociada al 

envejecimiento en los animales PS1xAPP podría estar motivado por un aumento en la 

forma madura de BACE-1. Estos resultados están en concordancia con otros 

previamente descritos tanto en modelos, como en enfermos de AD (Zohar et al., 2005; 

Zhao et al., 2007; Tesco et al., 2007; Hebert S. et al., 2008; Sun et al., 2006). 

En último lugar, abordamos el estudio de la expresión de PS1 del mismo modo 

que lo hicimos para BACE-1, tanto a nivel de expresión génica como proteica. 

Empezamos analizando a nivel transcripcional la expresión de PS1 endógena murina y 

transgénica humana. Esta última porta la mutación clínica M146L y se expresa bajo el 

control del promotor de la HMG-CoA reductasa. En estos ensayos hemos utilizado un 

total de 10 a 12 muestras de cDNA de hipocampo de animales PS1xAPP por grupo de 

edad, obviando en este caso a los animales WT. Para la cuantificación por PCR a 

tiempo real, hemos empleado una sonda específica para la forma murina, y cebadores 

junto con el fluoróforo Sybrgreen para la forma humana. Rutinariamente hemos 

incluido un control interno (un animal WT) en cada experimento de amplificación de la 

forma humana para corroborar que no existe especificidad contra la forma murina.  

En la figura R15 se muestran los resultados individuales obtenidos de cada 

animal así como la media de cada grupo. Todos los resultados obtenidos se han 

normalizado con respecto a la media de expresión obtenida para la forma WT (mPS1) 

en los animales de 6 meses. Nuestros resultados muestran que la forma endógena 

presenta una expresión muy homogénea y un aumento significativo a los 18 meses. 

Contrariamente, y al igual que ocurría con el transgén de la APP, la expresión de la 

forma humana de PS1 es muy variable en función de los animales analizados. En este 

sentido, ya que nuestro análisis estadístico ha mostrado que los datos de la expresión 

de PS1 transgénica no siguen una distribución normal, hemos empleado el test de 

Kruskal-Wallis para la evaluación estadística de estos resultados. Tras este análisis, 

no hemos encontrado diferencias estadísticamente significativas en la expresión de 

hPS1 entre los distintos grupos de edad estudiados.  
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Finalmente, abordamos mediante WB el estudio de PS1 en extractos de 

proteínas totales de hipocampo de animales PS1xAPP y WT de 6, 12 y 18 meses. El 

anticuerpo utilizado para WB reconoce la forma completa (PS1-FL) en torno a 55 KDa 

y el fragmento C-terminal (PS1-CTF), producto del procesamiento de la forma 

completa, incorporado en el complejo gamma-secretasa maduro. En los animales WT, 

el fragmento C-terminal murino se observa como una única banda en torno a 20KDa, 

mientras en los animales PS1xAPP aparece una segunda banda de movilidad 

electroforética ligeramente menor a la primera y que corresponde al fragmento C-

terminal de la forma humana (ver figura R16.A) (Thinakaran et al., 1996).  

En primer lugar, el estudio de los fragmentos C-terminales muestra un 

incremento estadísticamente significativo en los animales PS1xAPP tanto a 12 como a 

18 meses con respecto a 6 meses (2.51±0.69 y 2.69±0.50 respectivamente; n=4). 

Aparentemente, este incremento en PS1-CTF total está motivado principalmente por el 

aumento que tiene lugar en el fragmento C-terminal de origen humano en 12 y 18 

meses con respecto a 6 meses (3.08±0.40 y 3.46±0.47 respectivamente; n=4), y en 

menor medida por el que muestra de forma más moderada el fragmento endógeno 

(figuras R16.A y B). Por el contrario, en los animales WT no hemos encontrado ningún 

cambio significativo en la presencia del fragmento C-terminal durante el proceso de 

Figura R15. Expresión trasncripcional de PS1 endógena y transgénica en el hipocampo de los animales 
PS1xAPP. La dispersión de puntos representa los datos obtenidos de cada uno de los animales estudiados en 
cada grupo de edad (10-12 animales), mientras el gráfico de barras representa la media del grupo. Los niveles de 
ARNm de PS1, tanto en la forma endógena como en la transgénica, están incrementados en los animales 
PS1xAPP de 18 meses con respecto a los de 6 meses. La expresión de la forma transgénica es muy heterogénea 
dentro del mismo grupo de edad y no siguen una distribución normal. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente 
significativos con respecto a 6 meses. 
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envejecimiento (figura R16.C). Puesto que el fragmento C-terminal de PS1 se genera 

dentro del complejo γ-secretasa (Thinakaran et al., 1996; De Strooper, 2003), estos 

resultados sugieren que en los animales PS1xAPP viejos se produce una acumulación 

del complejo γ-secretasa, más que del fragmento C-terminal por sí mismo. 
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Por otra parte, nuestros resultados de WB también muestran una acumulación 

de FL-PS1 en el hipocampo de animales PS1xAPP durante el proceso de 

envejecimiento, que no se observó en animales WT, al no detectarse siquiera esta 

forma de PS1. El aumento de FL-PS1 se produce de forma lineal entre 6, 12 y 18 

Figura R16. Estudio de PS1 y de los correspondientes fragmento C-terminales en el hipocampo de 
animales PS1xAPP. A y D) WB representativo de PS1-CTF y PS1-FL en animales de 6, 12 y 18 meses. Las 
muestras de cada edad y genotipo se presentan por duplicado. La forma no procesada PS1-FL no se observó en 
WT. B y C) Los fragmento C-terminales de PS1 experimentaron un aumento durante el envejecimiento en los 
animales PS1xAPP (mas patente en el fragmento humano), pero no en WT. E) Acumulación de PS1-FL durante el 
envejecimiento de los animales PS1xAPP. Todos los cambios se presentaron normalizados con la media de 6 
meses. (*): Tukey p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses. 



RESULTADOS 

- 134 - 

 

meses (figura R16.D), siendo estadísticamente significativo al comparar 6 y 12 meses,  

así como 12 y 18 meses (figura R16.E). Por tanto la PS1-FL acumulada en los 

animales viejos PS1xAPP probablemente corresponde en mayor medida a la forma 

transgénica humana. Teniendo en cuenta nuestros resultados previos a nivel 

transcripcional que no han mostrado diferencias significativas en la expresión de hPS1 

entre las distintas edades estudiadas (figura R15), podemos deducir que la 

acumulación dependiente de la edad observada para PS1-CTF y PS1-FL debe estar 

motivada por deficiencias en la degradación asociadas al envejecimiento en los 

animales PS1xAPP.  

Finalmente, aunque los resultados mostrados en este apartado se obtuvieron 

utilizando extractos de proteínas totales de hipocampo de animales WT y PS1xAPP, 

los mismos experimentos se han repetido en extractos de proteínas totales de corteza, 

obteniendo resultados muy similares a los aquí mostrados. 

3.3 Implicación de los Rafts lipídicos o dominios de membrana resistentes 
a detergentes en la producción del péptido β-amiloide en los animales viejos 
PS1xAPP. 

3.3.1 Análisis de los dominios de membrana resistentes a detergentes 
(DRMs) en gradientes de sacarosa en los animales PS1xAPP. 

Aunque el aumento tanto en la cantidad de proteína BACE-1 y PS1 como en la 

actividad beta-secretasa y/o gamma-secretasa podrían explicar, al menos en parte, el 

aumento de las formas oligoméricas del Aβ, otros cambios también podrían estar 

implicados en este proceso. En este sentido, los resultados descritos en los últimos 

años relacionan la producción de β-amiloide con los niveles de colesterol (Grimm et 

al., 2008; Puglielli et al., 2001; Crameri et al., 2006) y con la formación de rafts lipídicos 

(revisión en Simons and Toomre, 2000; Cordy et al., 2006). Por este motivo, en primer 

lugar, determinamos la concentración de colesterol total en los extractos de 

membranas lipídicas de corteza de animales WT y PS1xAPP de 6, 12 y 18 meses, 

usando un pool de membranas de 3 animales de cada edad y tipo. Nuestros 

resultados indican que no existen cambios significativos en la concentración de 

colesterol de membrana entre animales WT y PS1xAPP, ni en función de la edad de 

los animales (figura R17). Para confirmar este resultado, hemos determinado la 

concentración de colesterol total presente en las membranas de estos animales tras 

aplicar un paso previo de extracción de lípidos en una solución de cloroformo:metanol 
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(ver materiales y métodos; apartado 14). Aun así, hemos detectado niveles similares 

de colesterol en todos los animales estudiados.  

 

A pesar de la ausencia de cambios significativos en los niveles de colesterol 

durante el envejecimiento, no podemos descartar que el colesterol pueda estar 

implicado en un aumento en la producción de β-amiloide durante el envejecimiento de 

los animales PS1xAPP. En este sentido, se han descrito los dominios de membrana 

tipo “raft” o DRM (membranas resistentes a detergentes) como regiones de membrana 

donde se localiza la actividad secretasa implicada en la producción de Aβ (Cordy et al., 

2003; Ehehalt et al., 2003; Hur JY et al., 2008; Vetrivel et al., 2004). Para comprobar si 

estas regiones de membrana juegan un papel en la producción de β-amiloide durante 

el envejecimiento de los animales PS1xAPP, hemos estudiado la acumulación de APP 

y C99 en estos dominios. Partimos de un pool de 3 animales PS1xAPP de cada edad 

para obtener un solubilizado de membranas con CHAPS 2%, que posteriormente 

fraccionamos en gradiente de sacarosa (ver materiales y métodos; apartado 8). Cada 

una de las fracciones del gradiente se analiza posteriormente mediante WB para 

caveolina-2, flotilina-1, APP-FL y APP-CTFs. 

Caveolina-2 y flotilina-1 son dos proteínas de membrana empleadas 

habitualmente para identificar los dominios DRM, por lo que fueron los primeros 

estudiados tras el fraccionamiento en gradientes de sacarosa. Nuestros resultados 

muestran que ambos marcadores se localizan en las fracciones ligeras del gradiente 

(fracciones del 1 al 4) y muestran una distribución muy similar en los gradientes 

preparados a partir de membranas de animales de 6 y 18 meses, lo que demuestra 

que la distribución de estos marcadores es independiente de la edad de los animales 

estudiados (ver figura R18.A y B).  
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Tras comprobar la distribución de los marcadores de rafts lipídicos, pasamos a 

estudiar la acumulación de APP-FL y APP-CTFs en las fracciones de los gradientes de 

los animales PS1xAPP. Como se muestra en la figura R19.A y de forma cuantitativa 

en R19.B, la forma completa de APP apenas se presenta en las fracciones menos 

densas del gradiente, localizándose principalmente en las fracciones de mayor 

densidad. Además, al comparar los gradientes de los animales de 6 y 18 meses, no se 

han observado cambios en la distribución de APP entre fracciones ligeras y densas.  

El estudio de los APP-CTFs en las fracciones de los gradientes de los animales 

de 6, 12 y 18 meses se muestra en la figura R19.C y de forma cuantitativa en R19.D. 

Al igual que ocurre con APP-FL, los APP-CTFs se localizan preferentemente en las 

fracciones más densas del gradiente de sacarosa. Nuestros resultados muestran un 

cambio en la distribución de APP-CTFs asociado a la edad (figura R19.C), que no se 

corresponde con la acumulación de C99 encontrada en los extractos de proteínas 

totales de los animales de 18 meses (ver figura R9). Por otro lado, al comparar los 

gradientes obtenidos en 6, 12 y 18 meses entre sí (figura R19.C), no encontramos 

diferencias aparentes en la cantidad de C99 total solubilizada y fraccionada. Es 

destacable la baja proporción de fragmentos CTFs solubilizados con CHAPS. De 

hecho, la mayoría de C99 aparece en los precipitados no solubilizados por CHAPS. En 

consecuencia, la acumulación de C99, que tiene lugar en los animales PS1xAPP de 

18 meses, no se encuentra en la fracción de proteínas solubilizada con CHAPS al 2% 

y, por lo tanto, no se fracciona en los gradientes. Para solventar este aparente 

Figura R18. Estudio de flotilina-1 y caveolina-2 en los dominios de membrana resistentes a la 
solubilización por detergentes (Rafts lipídicos) en animales PS1xAPP. A) WB representativo de la distribución 
de flotilina-1 y caveolina-2 tras fraccionar las proteínas solubilizadas por CHAPS al 2% en gradiente de sacarosa. 
La fracción 1 corresponde a la región más ligera, y la 10 a la más pesada del gradiente. Las fracciones del 1 al 4 
las hemos considerado como DRM. B) La distribución de caveolina-2 dentro del gradiente es muy similar entre 6 y 
18 meses. 
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problema experimental,  y con la finalidad de intentar fraccionar la mayor cantidad 

posible de APP y APP-CTFs en los gradientes, previo al fraccionamiento en gradiente 

de densidad empleamos condiciones de solubilización más agresivas (DOC, CHAPS, 

Triton X-100, SDS…). Sin embargo, al utilizar estos detergentes para la solubilización, 

se modificó totalmente la distribución de la flotilina-1 y la caveolina-2. De hecho, 

ambos marcadores de rafts aparecen en fracciones de alta densidad de los gradientes. 

Este cambio en la densidad de los supuesto rafts lipídicos podría ser explicada por un 

efecto de deslipidación debida a los detergentes. En consecuencia, la asociación 

proteína–lípido se pierde y con ella la capacidad para flotar de los marcadores flotilina-

1 y caveolina-2 (ver materiales y métodos; apartado 8.4).  
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Figura R19. Estudio de APP-FL y APP-CTFs en los dominios de membrana resistentes a la solubilización 
por detergentes (Rafts lipídicos) en animales PS1xAPP. A y C) WB representativo de la distribución de APP-
FL y APP-CTFs tras fraccionar las proteínas solubilizadas por CHAPS al 2% en gradiente de sacarosa. La fracción 
1 corresponde a la región ligera, y la 10 a la más pesada del gradiente. Las fracciones del 1 al 4 las hemos 
considerado como DRM. B) La distribución de APP-FL dentro del gradiente es muy similar entre 6 y 18 meses. D) 
La distribución de C99 dentro del gradiente es muy semejante entre animales de 6, 12 o 18 meses. Se detectó un 
ligero incremento en la cantidad de C99 localizada en las fracciones DRM en los animales de 18 meses con 
respecto a 6 meses. Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses. 
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Los resultados obtenidos empleando esta metodología sugieren que la 

acumulación de los precursores del péptido β-amiloide que tiene lugar durante el 

proceso de envejecimiento de los animales PS1xAPP no se da en las regiones de 

membrana clásicamente definidas como  DRM (“Rafts lipídicos”). Por tanto, tampoco 

cabe esperar que el aumento en la actividad secretasa asociado a la edad tenga lugar 

en estos dominios de membrana.  

3.3.2 La solubilización de APP y C99 cambia durante el proceso de 
envejecimiento de los animales PS1xAPP. 

Dada la incapacidad de fraccionar el contenido de APP y APP-CTFs presentes 

en los animales PS1xAPP en gradientes de sacarosa, decidimos abordar ensayos de 

solubilización empleando condiciones más extremas que nos permitiesen fraccionar 

todo el contenido de proteínas de membranas. Con esta finalidad realizamos 

experimentos de solubilización secuencial (ver materiales y métodos; apartado 7) que 

nos permiten obtener entre 3 y 4 solubilizados diferentes partiendo de la misma 

muestra de membranas. Para estos ensayos partimos de un pool de membranas de 3 

animales PS1xAPP diferentes para cada edad (6, 12 y 18 meses). En primer lugar, 

obtenemos las proteínas de membrana solubilizadas en CHAPS 2% (1ª Solub.), en 

segundo lugar las solubilizadas en CHAPS 1%-DOC 1%-SDS 2% (2ª Solub.), en tercer 

lugar las solubilizadas en SDS 2% (3ª Solub.) y finalmente el remanente insoluble a 

todas las demás se solubiliza en SDS 4%-Urea 8M (4ª Solub.). De este modo 

obtenemos un gradiente en el que las proteínas mas solubles se encuentran en el 

primer solubilizado, y las más resistentes en los últimos. A efectos prácticos, la 

mayoría de las proteínas de membrana se encuentran solubilizadas en las fracciones 

primera y segunda, mientras que en la tercera y la cuarta fracción encontramos 

mayoritariamente péptido β-amiloide procedente de las placas extracelulares que se 

caracterizan por ser especialmente insolubles (ver resultados en el apartado 5). 

Como primera medida, analizamos la cantidad de colesterol aislada en cada 

fracción. Como era de esperar (Schuck et al., 2003), nuestros resultados muestran que 

la solubilización con CHAPS al 2% es capaz de extraer prácticamente el 100% del 

colesterol de las preparaciones de membranas de partida, siendo despreciable la 

concentración calculada para la 2ª solubilización o posteriores (figura R20). Más 

concretamente, la concentración de colesterol en la fracción solubilizada con CHAPS 

al 2% fue en torno a 0.12 mg de colesterol/mg de proteína de partida, similar a la 

obtenida previamente en membranas totales (figura R17). 
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Distribución de colesterol en fracciones solubilizadas
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En segundo lugar, analizamos mediante WB la distribución de APP y APP-

CTFs, así como de los marcadores caveolina-2 y flotilina-1 (figura R21.A) en cada uno 

de los solubilizados procedentes de animales PS1xAPP de 6, 12 y 18 meses. Los 

resultados obtenidos muestran un desplazamiento de APP y APP-CTFs a fracciones 

más insolubles, en concordancia con lo observado previamente en los gradientes de 

sacarosa. Tanto APP-FL como C99 se encuentran solubilizados solo parcialmente por 

CHAPS al 2%, mientras el resto permanece insoluble a éste detergente (figuras R21.B 

y C). La situación es especialmente importante en los animales viejos PS1xAPP, en 

los que la proporción de C99 acumulado en la fracción insoluble a CHAPS (2º Solub) 

es alrededor de 8 veces mayor que la observada en 6 meses (figura R21.C). Por otra 

parte, caveolina-2 y flotilina-1 tuvieron un comportamiento similar al descrito para APP-

FL y APP-CTFs (ver figura R21.A). Ambos mostraron con la edad un fuerte incremento 

en la segunda fracción solubilizada y cierta tendencia a disminuir en la primera 

solubilización. Estos resultados ponen de manifiesto que solamente una parte de estos 

marcadores (la que se encuentra solubilizada por CHAPS) se estudia en gradientes de 

sacarosa según la metodología empleada en este trabajo.  

En este sentido, la capacidad del detergente CHAPS para extraer el colesterol 

de las membranas lipídicas no parece mostrar relación con la proporción de APP-FL, 

C99, flotilina-1 y caveolina-2 que permanece insoluble a este detergente, 

especialmente en los animales viejos PS1xAPP (comparar figuras R20 y R21.A). Este 

Figura R20. Distribución del colesterol total en las fracciones obtenidas mediante solubilización 
secuencial en animales PS1xAPP. La mayor parte del colesterol se detecta en la primera fracción obtenida 
mediante solubilización con CHAPS, mientras en fracciones posteriores la concentración obtenida es 
despreciable. El valor obtenido en la primera fracción es muy semejante al calculado en un extracto de 
membranas totales en animales de 6, 12 y 18 meses. 
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resultado pone de manifiesto los artefactos creados al incorporar detergentes en 

nuestras aproximaciones experimentales (Schuck et al., 2003). 
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Junto a flotilina-1 y caveolina-2, también estudiamos la presencia del marcador 

mitocondrial ATP-sintetasa β. Esta proteína mostró un fuerte desplazamiento desde la 

primera hasta la segunda fracción solubilizada entre animales de 6 y 18 meses 

PS1xAPP. De hecho, en los animales viejos PS1xAPP, este marcador de mitocondrias 

se encuentra mayoritariamente en la fracción de proteínas resistentes a CHAPS. La 

presencia de mitocondrias en esta fracción podría ser indicativo de la acumulación de 

los precursores de Aβ en un compartimento celular o en cuerpos de inclusión de difícil 

acceso a detergentes (Kaganovich et al., 2008), más que en regiones especificas de 

membranas lipídicas. Teniendo en cuenta la fuerte acumulación de flotilina-1 y 

caveolina-2 en la misma fracción, probablemente ambas posibilidades no sean 

excluyentes entre sí.  

Figura R21. Estudio de los precursores del β-amiloide en las fracciones obtenidas mediante solubilización 
secuencial en animales PS1xAPP. A) WB representativo para APP-FL, APP-CTFs, flotilina-1, caveolina-2 y 
ATP-sintetasa β en las fracciones de la solubilización secuencial de animales de 6, 12 y 18 meses. Todos estos 
marcadores se concentran en las dos primeras fracciones (1ª y 2ª Solub.), y su presencia resultó despreciable en 
las posteriores. B) La acumulación de APP-FL tiene lugar de forma similar tanto en la 1ª como en la 2ª Solub. 
durante el envejecimiento. C) La acumulación de C99 se produjo sobre todo en la 2ª Solub. en los animales 
viejos.. (*): Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente significativos con respecto a la misma fracción 6 
meses. 
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Con la finalidad de conocer si este fenómeno es un efecto del proceso de 

envejecimiento normal, pasamos a estudiar flotilina-1, caveolina-2 y ATP-sintetasa β 

en membranas de animales WT solubilizadas de forma secuencial, del mismo modo 

que lo hicimos para los animales PS1xAPP. Igualmente empleamos para ello un pool 

de 3 animales por edad, aunque en este caso, solamente hemos realizado 3 

solubilizaciones secuenciales, siendo la última de ellas en SDS al 2%. Como 

esperábamos, tanto flotilina, como caveolina, como la ATP-sintetasa fueron fácilmente 

solubilizadas por CHAPS al 2% (figura R22), y apenas se acumularon en la segunda 

solubilización (proteínas resistentes a CHAPS). Este resultado demuestra que la 

acumulación observada tanto de APP como de C99 en los animales viejos PS1xAPP 

debe ser reflejo del proceso de envejecimiento patológico asociado al modelo 

PS1xAPP.  
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Para intentar establecer una relación entre los resultados obtenidos en los 

experimentos de solubilización secuencial y la actividad secretasa implicada en el 

procesamiento de APP y C99, procedimos a estudiar BACE-1 y PS1 en los 3 primeros 

solubilizados obtenidos en los animales PS1xAPP de cada edad. Como se muestra en 

la figura R23.A, tanto la forma madura de BACE-1, como PS1-CTF, y PS1-FL se 

acumulan en la fracción de proteínas resistentes a CHAPS, y aumentan de forma 

significativa en los animales PS1xAPP de 18 meses, de manera similar a la descrita 

para los extractos de proteínas totales (ver figura R23.B, C y D). Este resultado pone 

de manifiesto que durante el proceso de envejecimiento de los animales PS1xAPP se 

acumulan en la fracción de proteínas de membranas resistentes a CHAPS tanto los 

Figura R22. Estudio de los marcadores de Rafts lipídicos y ATP-sintetasa β en las fracciones obtenidas 
mediante solubilización secuencial en animales PS1xAPP. Tanto flotilina-1, como caveolina-2, como ATP-
sintetasa β se solubilizaron fácilmente por CHAPS y por consiguiente aparecieron en la primera fracción obtenida 
en todas las edades estudiadas. Este resultado es completamente opuesto al obtenido en PS1xAPP (figura R21). 
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precursores del Aβ, como la maquinaria enzimática necesaria para que tenga lugar su 

producción. 
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Según nuestra experiencia en gradientes de sacarosa la fracción de proteínas 

resistentes a CHAPS no parece corresponder a regiones de membrana resistentes a 

la solubilización por detergentes o DRM, pues no muestran capacidad para flotar en 

gradientes de densidad. En este sentido, y atendiendo al resultado obtenido para el 

marcador mitocondrial ATP-sintetasa-β, podemos pensar que esta fracción representa 

algún compartimento celular formado por otros compartimentos membranosos y 

agregados de proteínas con difícil acceso a los detergentes suaves como CHAPS. 

 

 

Figura R23. Estudio de BACE-1 y PS1 en las fracciones obtenidas mediante solubilización secuencial en 
animales PS1xAPP. A) WB representativo para BACE-1, PS1-FL y PS1-CTF en las fracciones de la 
solubilización secuencial de animales de 6, 12 y 18 meses (n=3). En este caso, solo hemos mostrado hasta la 3ª 
Solub. porque estos marcadores se concentran en la 1ª y 2ª Solub. B) La acumulación de BACE-1 se produce 
principalmente en la 2ª Solub. durante el envejecimiento. C) La acumulación de PS1-FL y PS1-CTF se producen 
también preferentemente en la 2ª Solub. en los animales viejos. (*): Tukey p<0.05, cambios estadísticamente 
significativos con respecto a la misma fracción en 6 meses). 
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4. Implicación de la ruta autofágica en la producción de Aβ durante el 
envejecimiento en los ratones PS1xAPP. 

4.1 La razón BAG-3/BAG-1 está incrementada en los animales viejos 
PS1xAPP. 

La autofagia es un proceso celular que se activa en las células durante 

situaciones de deprivación de energía o nutrientes (ver Kohli and Roth, 2010 para 

revisión). Este proceso también está implicado en la degradación de agregados de 

proteínas insolubles que aparecen normalmente asociados al envejecimiento normal y 

a las enfermedades neurodegenerativas (Ding WX et al., 2008; Gamerdinger et al., 

2009). En este sentido, en el apartado anterior hemos descrito la acumulación de los 

precursores del β-amiloide (APP-FL y C99), así como de BACE-1 y PS1-CTF en una 

fracción de proteínas de membrana resistente a CHAPS durante el envejecimiento de 

los animales PS1xAPP. Además, en esta fracción relativamente resistente a 

detergentes, también se acumulan proteínas de origen intracelular muy distinto, como 

la ATP-sintetasa β. Esta acumulación de proteínas de origen diverso podría sugerir la 

posible implicación de autofagosomas.   

 Para esclarecer esta cuestión, en primer lugar estudiamos, mediante PCR a 

tiempo real, la expresión génica de BAG-3 y BAG-1. Estas dos proteínas se regulan de 

forma recíproca durante el proceso de envejecimiento: mientras BAG-1 está implicada 

en la degradación de proteínas ubiquitinadas a través del proteasoma, BAG-3 participa 

en la degradación por vía autofágica (Gamerdinger et al., 2009). En la figura R24 se 

muestra la expresión génica de BAG-3 normalizada por la de BAG-1 en hipocampo. 

Como esperábamos, nuestros resultados muestran un incremento en BAG-3 con 

respecto a BAG-1 tanto en WT como en PS1xAPP a los 18 meses. También 

encontramos un incremento en la expresión de BAG-3 relativa a BAG-1 en los 

animales PS1xAPP con respecto a los WT, tanto en 6 como en 18 meses. En 

definitiva, estos resultados sugieren que la degradación por vía autofágica debe estar 

favorecida en los animales PS1xAPP con respecto a WT. Además, esta vía estaría 

favorecida durante el proceso de envejecimiento en ambos genotipos.  
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Expresión de Bag-3 relativa a Bag-1
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En el caso de los animales PS1xAPP viejos, el aumento en la razón BAG-

3/BAG-1 coincide con la aparición de una fracción de proteínas de membrana 

relativamente resistente a la solubilización por detergentes. En este sentido, puesto 

que la acumulación de APP-FL, C99, BACE-1 y PS1 durante el envejecimiento tienen 

lugar en la misma fracción de proteínas resistentes a CHAPS, podríamos esperar que 

todas ellas, agregadas en vesículas, estén destinadas a la degradación por vía 

autofágica-lisosomal. De acuerdo con esta hipótesis, las vesículas autofágicas se han 

descrito como sitios celulares donde tiene lugar la producción del β-amiloide (Yu et al., 

2004; Yu et al., 2005). Además, estos compartimentos muestran una doble membrana 

lipídica externa y habitualmente contienen numerosos cuerpos multivesiculares (Nixon 

et al., 2005), lo que podría explicar la resistencia de estas proteínas a la solubilización 

por detergentes suaves como CHAPS. 

4.2 La presencia de la proteína LC3-II está incrementada en los animales 
viejos PS1xAPP.  

La proteína asociada a microtúbulos LC3 (light chain 3) constituye el 

equivalente eucariota de Atg8. Existe una forma de LC3 que aparece conjugada con 

fosfatidil-etanolamina en la doble membrana de las vesículas autofágicas (AVs)  y se 

denomina LC3-II. Esta forma lipidada de LC3 está en las vesículas autofágicas desde 

Figura R24. Expresión de mRNA de de BAG-3 con respecto a BAG-1 en el hipocampo de los animales WT 
y PS1xAPP. La dispersión de puntos representa los datos obtenidos de cada uno de los animales estudiados en 
cada grupo de edad (10 animales), mientras el gráfico de barras representa la media del grupo. La expresión de 
BAG-3 está incrementada de forma estadísticamente significativa en los animales PS1xAPP de 18 meses con 
respecto a WT de 6 meses. También se detecta un incremento más suave tanto en PS1xAPP de 6 meses como 
en WT de 18 meses. (*): Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente significativos con respecto a WT de 6 
meses. 
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que se inicia la formación de los autofagosomas hasta la fusión con los lisosomas, 

momento en el que se degrada por las enzimas lisosomales. Por tanto, la 

monitorización de esta proteína nos permite conocer como se modifica la autofagia en 

los animales PS1xAPP durante el proceso de envejecimiento (Nedelsky et al., 2008). 

Como siguiente paso, en este trabajo hemos estudiado mediante WB el marcador 

LC3-II en extractos de proteínas totales de hipocampo de animales WT y PS1xAPP de 

6 y 18 meses. El anticuerpo utilizado reconoce específicamente 2 bandas. La mayor 

de ellas, en torno a 16 KDa, corresponde a la forma soluble de LC3 (LC3-I) 

predominante cuando las muestras empleadas son proteínas totales. La segunda 

banda, con un peso de 12 KDa representa la forma lipidada de LC3 asociada a 

membranas (ver figura R25.A).  

LC3-II fue difícil de detectar mediante WB en animales WT, en los que 

habitualmente hubo que emplear una carga importante de proteína y tiempo largos de 

exposición tanto en 6 como en 18 meses de edad. Por el contrario, en los animales 

PS1xAPP aparecen niveles superiores de este marcador con respecto a los WT 

(2.07±0.15 a los 6 meses, n=3) (ver figuras R25.A y R25.B). En animales PS1xAPP de 

18 meses, LC3-II aumentó en torno a 6 veces con respecto a WT de 6 meses, y en 

torno a 5 veces con respecto a PS1xAPP de 6 meses. Por lo tanto, estos resultados 

corroboran nuestra hipótesis e indican la posible acumulación de vesículas autofágicas 

asociada a la edad en los animales PS1xAPP. 

En segundo lugar, estudiamos la presencia de LC3-II en las fracciones 

obtenidas mediante solubilización secuencial de proteínas de membranas (apartado 

3.3.2). En los animales WT comprobamos que este marcador se solubiliza fácilmente 

por CHAPS y aparece predominantemente en la 1ª fracción solubilizada a cualquier 

edad estudiada (figura R25.C; panel superior). El mismo análisis realizado en animales 

PS1xAPP mostró la  acumulación, dependiente de la edad, de LC3-II en la fracción de 

proteínas resistentes a CHAPS (figura R25.C; panel inferior). Esta acumulación se  

observó ligeramente en los animales de 6 meses, y aumentó de forma lineal entre 12 y 

18 meses, alcanzando niveles semejantes a los descritos previamente en los extractos 

de proteínas totales de hipocampo (figura R25.D). La fuerte acumulación de la 

proteína LC3-II en la fracción resistente a la solubilización por CHAPS sugiere que 

otras proteínas también acumuladas en esta fracción como APP-FL, C99, BACE-1 y 

PS1 podrían estar englobadas en vesículas autofágicas. 
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Experimentos adicionales de inmunohistoquímica en cortes de hipocampo, 

desarrollados por el grupo de investigación de la Dra. Antonia Gutiérrez, mostraron 

que la acumulación de LC3-II observada en animales PS1xAPP durante el 

envejecimiento tiene lugar en neuritas distróficas en torno a las placas de β-amiloide 

(ver figura R25.E, paneles E1-E3), coincidiendo con la acumulación de APP/APP-

CTFs en estos animales. Experimentos complementarios de microscopia electrónica 

en el hipocampo de animales PS1xAPP de 6 meses muestran numerosos cuerpos 

multi-vesiculares rodeados por una doble membrana lipídica y con apariencia de 

vesículas autofágicas acumulados en neuritas distróficas (figuras R25.F y G) y en 

terminales sinápticas (figura R25.H) (Boutajangout et al., 2004; Nixon et al., 2005). 

Por otra parte, un aumento en LC3-II, como el encontrado en nuestros 

animales PS1xAPP, podría ocurrir bien como consecuencia de un aumento o 

potenciación de la vía autofágica, o bien debido a déficits en el aclaramiento de las 

vesículas autofágicas (Mizushima N. and Yoshimori T., 2007). En este sentido, en el 

apartado anterior hemos mostrado un incremento en BAG-3 con respecto a BAG-1 

dependiente de la edad en ambos genotipos, y en PS1xAPP con respecto a WT, lo 

que sugiere que la autofagia podría estar activada. Con la finalidad de esclarecer esta 

cuestión, hemos evaluado la expresión de beclina-1 en el hipocampo de animales WT 

y PS1xAPP de 6, 12 y 18 meses. Esta proteína está implicada, junto a Vps-34 y Atg-

14,  en las etapas iniciales de la autofagia, concretamente en la formación del fagóforo 

(Itakura E. and Mizushima N., 2009). También se le ha atribuido un papel en la 

maduración final de los autofagosomas, por lo que beclina-1 podría participar en la 

regulación del flujo autofágico formando complejos con distintas proteínas (Jaeger et 

al., 2010; He and Levine, 2010).  

Figura R25. Estudio de la acumulación de vesículas autofágicas en el hipocampo de los animales 
PS1xAPP. A) WB representativo para LC3 en extractos de proteínas totales de animales WT y PS1xAPP de 6 y 
18 meses. B) El marcador de vesículas autofágicas LC3-II apenas se detecta en WT, mientras que se acumula en 
PS1xAPP, y durante el proceso de envejecimiento. C) WB representativo de LC3 en las muestras obtenidas 
mediante solubilización secuencial en WT o PS1xAPP.  D) La acumulación de LC3-II asociada al envejecimiento 
de los animales PS1xAPP tiene lugar en una fracción relativamente resistente a la solubilización por CHAPS. E) 
Ensayos de inmunohistoquímica muestran tinción de LC3 en el cuerpo de las neuronas piramidales y en las 
distrofias en torno a placas de Aβ localizadas en el stratum oriens. La tinción en torno a placas es 
progresivamente mayor en función de la edad de los animales (E1-E3). F) Imágenes de microscopía electrónica 
muestran acumulación de vesículas que presentan morfología típica de vesículas autofágicas en neuritas 
distróficas en torno a las placas de Aβ (G) y en terminales pre-sinápticas atrofiadas. sp: stratum pyramidale; so: 
stratum oriens. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses WT en B, y a 6 
meses PS1xAPP en D. Barra de escala: 500μm en E; 10μm en F; 1μm en G y 500 nm en H. 
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Como se muestra en la figura R26, la expresión de beclina-1 experimenta un 

incremento asociado a la edad, tanto en animales WT como en PS1xAPP. Del mismo 

modo, en los animales PS1xAPP la expresión de beclina-1 es mayor que en WT en 

todas las edades estudiadas. Por lo tanto, estos resultados coinciden con los 

previamente obtenidos en BAG-3/BAG-1 y, en conjunto, sugieren que podría existir un 

aumento de la autofagia en animales PS1xAPP con respecto a WT, y en ambos 

genotipos durante el proceso de envejecimiento. Sin embargo, la ausencia de 

diferencias estadísticamente significativas en beclina-1 entre WT y PS1xAPP a los 18 

meses sugiere que la acumulación de vesículas autofágicas que tiene lugar en los 

animales PS1xAPP durante el envejecimiento (no observada en WT) podría estar 

motivada por otras causas. 

4.3 Estudio de las alteraciones del transporte axonal como posible causa 
de la acumulación de vesículas autofágicas en los animales PS1xAPP. 

Como se ha descrito previamente en nuestro modelo PS1xAPP aparecen 

desde edades muy tempranas (3-4 meses) depósitos extracelulares de β-amiloide, que 

aumentan progresivamente en tamaño y número con la edad del animal (Baglietto-

Vargas et al., 2010). En el hipocampo de los animales PS1xAPP, estos depósitos se 

concentran mayormente en el stratum oriens y en el hilo del giro dentado, regiones 

que reciben las proyecciones axonales de las neuronas piramidales y granulares 

Figura R26. Expresión de mRNA de beclina-1 en el hipocampo de los animales WT y PS1xAPP. La 
dispersión de puntos representa los datos obtenidos de cada uno de los animales estudiados en cada grupo de 
edad (5 animales), mientras el gráfico de barras representa la media del grupo. El mRNA de beclina-1 está 
incrementado de forma estadísticamente significativa en los animales PS1xAPP de 6 y 18 meses con respecto a 
WT de 6 meses. (*): Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente significativos con respecto a WT de 6 meses. 
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respectivamente. Paralelo al aumento en la deposición de Aβ, también observamos un 

aumento en el número de neuritas distróficas que aparecen bordeando las placas de 

β-amiloide (Baglietto-Vargas et al., 2010). Estas distrofias podrían ser los sitios 

celulares donde se acumulan vesículas de naturaleza autofágica (Boutajangout et al., 

2004; Nixon et al., 2005; Ma et al., 2010; Sanchez-Varo et al., 2011 aceptado para 

publicación), en concordancia con la fuerte acumulación de LC3-II descrita en el 

apartado anterior. Además, la acumulación de vesículas autofágicas en neuritas 

distróficas y terminales sinápticas podría ser consecuencia de posibles alteraciones en 

el tráfico vesicular en los axones de las neuronas principales hipocampales. De hecho, 

las neuritas distróficas, presentes en el hipocampo de los animales PS1xAPP, 

presentan una intensa tinción para neurofilamentos (subunidad de 150 KDa) y para 

sinaptofisina (ver figura R27), lo que demuestra que son de origen axonal. 

Sinaptofisina/Rojo CongoNeurofilamento/Rojo Congo

B

* *

*A

*

 

 

4.3.1 Evidencias bioquímicas ponen de manifiesto alteraciones en los 
sistema de transporte axonal de los animales PS1xAPP. 

Los mecanismos que podrían llevar a una disfunción en el transporte axonal 

son múltiples. Por un lado, puede existir una deficiencia asociada a las proteínas 

motoras (kinesina y dineina), o bien a los microtúbulos por transcurre el 

trasporte.También podría existir un fallo en la unión de las vesículas o moléculas 

trasportadas a las proteínas motoras, o una disminución en la hidrólisis del ATP 

necesaria para que tenga lugar este transporte (De Vos et al., 2008). 

En este trabajo, abordamos en primer lugar el estudio de la fosforilación de la 

proteína tau (asociada a microtúbulos (MAP)), mediante WB e inmunohistoquímica, 

Figura R27. Las distrofias neuríticas que rodean las placas de Aβ son positivas para neurofilamento y 
sinaptofisina. Ensayos de inmunohistoquímica muestran que las distrofias que aparecen rodeando las placas de 
Aβ en el hipocampo de los animales PS1xAPP son inmuno-positivas para sinaptofisina y neurofilamento, lo que 
sugiere que deben corresponder a distrofias de origen axonal. Barra de escala: 50µm en A y 20µm en B. 
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debido a su relevancia en la patología del Alzheimer. La estabilización de los 

microtúbulos que lleva a cabo tau es necesaria para el mantenimiento de la morfología 

celular y para el transporte de moléculas y vesículas a través del axón (Baas and 

Qiang, 2005). En este sentido, la hiperfosforilación de tau conlleva una menor afinidad 

para unirse a los microtúbulos y promueve el desensamblaje de los mismos 

(Hernandez and Avila, 2007). 

En el desarrollo de estos experimentos, utilizamos proteínas totales de 

hipocampo animales de 6 y 18 meses, WT y PS1xAPP, incluyendo en paralelo como 

control positivo una muestra de un animal triple transgénico APP695-SxPS1M146Vxtau383-

P301L(Oddo et al., 2003). Empleamos los anticuerpos AT8 y AT100 que reconocen 

distintos residuos de serina y treonina fosforilados de la proteína tau (Zheng-

Fischhofer et al., 1998; Clavaguera et al., 2009; Bertrand et al., 2010; Bertrand et al., 

2010)). Como se muestra en la figura R28.A, el análisis mediante WB del control 

positivo mostró una única banda en el caso de AT8, y a una banda prominente en el 

caso de AT100, ambas con movilidad relativa de 66 KDa (Clavaguera et al., 2009). 

 Nuestros resultados empleando el anticuerpo AT8 mostraron un ligero 

incremento, estadísticamente significativo, en los animales PS1xAPP de 6 meses, con 

respecto a los WT de 6 meses (1.55±0.25 con respecto a WT; n=3, ver figura R28.A). 

También se produjo un aumento similar a los 18 meses en los animales WT, y  mucho 

mayor en los animales PS1xAPP (3.55±0.35 con respecto a WT de 6 meses; n=3) (ver 

figura R28.B). Aunque en estos animales obtuvimos el mayor valor en la fosforilación 

de tau, en ningún momento llegamos a encontrar formación de ovillos neurofibrilares 

en los cuerpos neuronales mediante inmunohistoquímica. En este sentido, el estudio 

inmunohistoquímico de la fosforilación de tau en cortes de hipocampo, mostró que las 

formas fosforiladas reconocidas por AT8 se concentraban en las neuritas distróficas 

localizadas en torno a las placas de β-amiloide (ver figura R28.C), tanto en los 

animales de 6 como de 18 meses PS1xAPP. Por lo tanto este resultado demuestra 

que la proteína tau hiperfosforilada se encuentra en las distrofias donde tiene lugar la 

acumulación de vesículas autofágicas. 
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Por otra parte, estudiamos mediante WB el epítopo fosforilado de tau 

reconocido por AT-100, utilizando los mismos extractos que en el estudio con AT-8. 

Sin embargo, la detección de este epítopo fue más complicada, y nos vimos obligados 

a emplear una mayor carga de proteína total. En el caso de AT100, no detectamos 

señal especifica en animales WT ni en PS1xAPP de 6 meses, apareciendo la señal 

exclusivamente en los animales PS1xAPP de 18 meses (ver figura R28.A), por lo que 

no ha sido posible cuantificar las diferencias reales ligadas al envejecimiento de los 

animales PS1xAPP. En este sentido, debemos tener en cuenta que la fosforilación de 

los residuos reconocidos por AT-8 y AT-100 no ocurre por dos mecanismos 

independientes, sino que la fosforilación de los residuos que reconoce AT-8 es 

Figura R28. Estudio de la fosforilación de la proteína tau en el hipocampo de los animales PS1xAPP. A) 
WB representativo de la proteína tau hiperfosforilada en proteínas totales de hipocampo de animales WT y 
PS1xAPP de 6 y 18 meses, empleando los anticuerpos AT8 y AT100. Junto a las proteínas objeto de estudio se 
incorpora también un control positivo (extracto de un animal triple transgénico PS1xAPPxtau). Mientras que la 
señal correspondiente al epítopo fosforilado reconocido por AT8 se detecta en todos los animales estudiados, el 
epítopo reconocido por AT100 solo se detecta en PS1xAPP de 18 meses. B) La fosforilación de la proteína tau 
está fuertemente aumentada en los animales PS1xAPP de 18 meses, y ligeramente en PS1xAPP de 6 meses y 
WT de 18 meses. C) Ensayos de inmunohistóquímica muestran que la proteína tau hiperfosforialda se acumula en 
las distrofias axonales que rodean las placas de Aβ en el hipocampo. Tukey p<0.05, cambios estadísticamente 
significativos con respecto a WT de 6 meses. Barra de escala: 100μm. 
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necesaria para que se forme el epítopo que reconoce AT-100 (Zheng-Fischhofer et al., 

1998) lo que concuerda con estos resultados.  

Por otra parte, estos datos apoyan la disminución descrita previamente en la 

razón pSer-9-GSK-3β/GSK-3β total en animales PS1xAPP de 18 meses (ver figura 

R5), que deberían, en consecuencia,  mostrar una activación de GSK-3β. Ya que el 

residuo Thr-212 de tau es sustrato directo de GSK-3β (Zheng-Fischhofer et al., 1998), 

el incremento en la inmunoreactividad detectada con el anticuerpo AT-100 en los 

animales PS1xAPP de 18 meses pone de manifiesto un incremento en la fosforilación 

del residuo Thr-212, en concordancia con los resultados obtenidos en los 

experimentos de fosforilación de GSK-3β. Por lo tanto, este resultado sugiere que el 

aumento detectado en el epítopo fosforilado de tau reconocido por AT-100 podría estar 

mediado por el incremento en la actividad enzimática de GSK-3β en los animales 

viejos PS1xAPP. 

Tras estudiar la proteína tau hiperfosforilada, comprobamos si las deficiencias 

en el transporte observadas en los animales viejos PS1xAPP podrían tener además 

otras causas. En este sentido, la proteína motora kinesina-1 está involucrada en el 

transporte anterógrado rápido de vesículas a través de los microtúbulos de los axones 

(Vershinin et al., 2007). Para comprobar si existe algún defecto en kinesina en los 

animales PS1xAPP durante su envejecimiento, cuantificamos mediante WB la cadena 

pesada de esta proteína en animales WT y PS1xAPP  de 6, 12 y 18 meses. Como se 

muestra en la figura R29.A, la cadena pesada de kinesina se detecta como un doblete 

con una movilidad relativa de 120 KDa (Lazarov et al., 2007). Nuestros resultados no 

revelan cambios significativos en la la cadena pesada de kinesina entre los animales 

WT de distintas edades (figura R29.B). Sin embargo, como se muestra en la figuras 

R29.A y R29.B esta proteína disminuyó significativamente en el hipocampo de 

animales PS1xAPP con respecto a WT, especialmente en 12 y 18 meses. 

Curiosamente, junto con la disminución de la banda de la cadena pesada de kinesina 

también observamos la aparición de una banda en torno a 50 KDa, reconocida por el 

mismo anticuerpo. Esta banda apareció exclusivamente en los animales PS1xAPP, y 

aumentó con la edad en la misma proporción que disminuyó la banda especifica de la 

cadena pesada de kinesina-1 (ver figura R29.A), lo que sugiere que podría tratarse de 

un producto de degradación de la misma. En resumen nuestros resultados muestran 

una deficiencia significativa en la cadena pesada de kinesina-1 en los animales 

PS1xAPP que parece ser más intensa en los animales de 18 meses. Si además 
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tenemos en cuenta la aparición de un producto de degradación reconocido por el 

mismo anticuerpo, podemos sugerir que esta deficiencia posiblemente no se debe a 

una disminución en la expresión, sino a un aumento en la degradación de la cadena 

pesada de kinesina-1 asociada a la edad de los animales PS1xAPP. 
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Finalmente, centramos nuestra atención en los neurofilamentos, encargados 

del soporte mecánico de las neuronas y localizados mayoritariamente en los axones. 

Recientemente, se ha descrito la hiperfosforilación y pérdida de neurofilamentos en los 

enfermos de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas (Thangavel et al., 

2009), lo que nos llevo a cuestionar la integridad del neurofilamento en los animales 

PS1xAPP durante el envejecimiento. Haciendo uso de los anticuerpos específicos 

contra neurofilamento SMI-312 (que reconoce a la forma no fosforilada) y SMI31 (que 

reconoce la fosforilada), detectamos mediante WB dos bandas correspondientes a la 

subunidad pesada (200 KDa) y a la subunidad mediana (150 KDa) (ver figuras R30.A y 

Figura R29. Estudio mediante WB de la cadena pesada de kinesina-1 en animales WT y PS1xAPP. A) WB 
representativo que muestra un doblete correspondiente a la cadena pesada de kinesina-1. Exclusivamente en los 
animales PS1xAPP aparece también un producto de degradación que se incrementa en función de la edad 
estudiada. B) Cuantificación de A. En animales PS1xAPP, asociado al envejecimiento, tiene lugar un fuerte 
descenso en la intensidad la cadena pesada de kinesina-1, paralelo a la aparición del producto de degradación. 
Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente significativo con respecto a WT de 6 meses.. 
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B). Para estos experimentos, empleamos los mismos animales que previamente 

utilizamos para el estudio de la cadena pesada de kinesina-1. Como se muestra en la 

figura R30.A y B, en los animales PS1xAPP de 12 y 18 meses se produce una pérdida 

del neurofilamento no fosforilado con respecto a los animales WT de la misma edad. 

Por el contrario, no encontramos cambios significativos de la proteína fosforilada, al 

comparar PS1xAPP frente a WT en las distintas edades estudiadas. En la figura 

R30.C y D, se muestran los cambios encontrados en la forma fosforilada, no 

fosforilada y la razón fosfo-NF/no-fosfo-NF en los animales PS1xAPP de 6, 12 y 18 

meses con respecto a WT de 6 meses, para la subunidad pesada y mediana 

respectivamente. Como esperábamos, la perdida de la forma no fosforilada que tuvo 

lugar a 12 y 18 meses en PS1xAPP, se refleja en un aumento de la razón 

neurofilamento fosforilado/no fosforilado. Observamos resultados similares para NF-M 

y NF-H (comparar figuras R30.C y D). Estos resultados sugieren que los 

neurofilamentos se encuentran hiperfosforilados y que posiblemente existe mayor 

degradación en los animales viejos PS1xAPP. Estas alteraciones podrían estar 

relacionadas con las anormalidades en el ensamblaje del citoesqueleto axonal, la 

aparición de distrofias y las deficiencias en el transporte axonal (Sihag et al., 2007).     
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Figura R30.  Estudio de la fosforilación de los neurofilamentos en el hipocampo de animales WT y 
PS1xAPP. A y B) WB representativos muestran la cadena pesada y media de los neurofilamentos no fosfo- y 
fosforilados en extractos de proteínas totales de hipocampo. C y D) Cuantificación de A y B. La forma no 
fosforilada de las cadenas pesada y media muestran un descenso significativo en 18 meses, lo que origina un 
fuerte aumento en la razón fosfo/no-fosfo neurofilamento. Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente 
significativos. 
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4.3.2 Consecuencias de la disfunción del transporte axonal en el 
procesamiento de APP en los animales PS1xAPP. 

Para conocer el modo en el que la disfunción del transporte axonal puede 

afectar al procesamiento de la proteína APP, decidimos abordar una nueva 

aproximación bioquímica que consiste en separar el contenido de membranas 

correspondiente a microsomas de los sinaptosomas (ver materiales y métodos; 

apartado 9.1). En este sentido, los sinaptosomas se producen durante la 

homogenización del tejido cerebral y engloban predominantemente a los terminales 

presinapticos. La fracción microsomal supone el resto de compartimentos 

membranosos de cuerpos neuronales y otras células del sistema nervioso central. Por 

lo tanto, este fraccionamiento nos va a permitir comparar, no sin limitaciones, las 

proteínas presentes en las terminales sinápticas (región axonal distal) con las 

presentes en cuerpos neuronales (región proximal al soma).   

Para estos ensayos partimos de cortezas de animales PS1xAPP debido a la 

necesidad de emplear una cantidad considerable de tejido fresco. Más concretamente, 

cada muestra analizada fue un pool de micro- o sinaptosomas de 3 animales de cada 

edad. Tras el fraccionamiento, las muestras de microsomas y sinaptosomas se 

utilizaron para el análisis mediante WB de las proteínas implicadas en la vía 

amiloidogénica. Además, en estas muestras también analizamos la presencia del 

marcador mitocondrial ATP-sintetasa-β con la finalidad de conocer la integridad de los 

sinaptosomas aislados (ver figura R31.A y apartado 9.1 de materiales y métodos).   

 En la figura R31.A se muestran los resultados obtenidos a partir de las 

muestras de este fraccionamiento. Nuestros resultados mostraron una acumulación de 

APP-FL y C99 similar en microsomas y sinaptosomas durante el proceso de 

envejecimiento de los animales PS1xAPP. Además, ambas proteínas muestran una 

acumulación a los 18 meses similar a la previamente mostrada en extractos de 

proteínas totales. Por otra parte, el proceso de fraccionamiento utilizado puso de 

manifiesto algunas diferencias en la distribución de APP, C99 y Aβ entre micro- y 

sinaptosomas. En este sentido, nuestros resultados mostraron que en animales de 6 

meses APP-FL se distribuye de forma equitativa entre ambas fracciones, mientras que 

en los de 18 meses, es mayoritaria en microsomas (figura R31.B). Una diferencia más 

acusada encontramos tras el estudio de C99. Este fragmento C-terminal aparece muy 

concentrado en microsomas con respecto a sinaptosomas en todas las edades 

estudiadas. Más concretamente, la cantidad encontrada en sinaptosomas corresponde 



RESULTADOS 

- 156 - 

 

al 44.6±5.2% (n=3) del fragmento C99 presente en la fracción microsomal en los 

animales PS1xAPP de 6 meses (figura R31.B), sin encontrar diferencias significativas 

en esta distribución durante el envejecimiento. 
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Finalmente, estudiamos la forma monomérica (1-mer) del péptido Aβ en estas 

mismas muestras. Bajo nuestras condiciones experimentales solo detectamos la 

Figura R31. Fraccionamiento entre micro- y sinaptosomas del contenido de membranas en animales 
PS1xAPP. A y D) WB representativos de APP-FL, APP-CTFs, Aβ monomérico, BACE y ATP-sintetasa-β (A), así 
como de PS1-CTF (B) en micro- y sinaptosomas de animales de distintas edades. Todos estos marcadores se 
acumulan durante el envejecimiento de forma similar a lo observado previamente en proteínas totales. B) Tanto 
APP-FL como C99 se distribuyen preferentemente en microsomas. C) BACE-1 se distribuye de forma similar entre 
micro- y sinaptosomas, aunque se encontró ligeramente más en microsomas. Por el contrario, la mayor parte de 
LC3-II se muestra en microsomas, lo que sugiere que el contenido de vesículas autofágicas acumuladas en los 
animales PS1xAPP debe encontrarse en microsomas. E) PS1-CTF se distribuye de forma similar entre micro y 
sinaptosomas, al igual que BACE-1. (*): Tukey p<0.05 denota cambios estadísticamente significativos. 
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presencia de Aβ en los animales de 18 meses y en menor grado en los de 12 meses 

(figura R31.A), por lo que nos fue imposible cuantificar el incremento entre 6 y 18 

meses. Como se muestra en la figura R31.A, los animales viejos PS1xAPP 

presentaron mayor concentración de Aβ en la fracción sinaptosomal que microsomal 

(211±77% respecto a microsomas; n=2), en contraste con lo observado para C99 y 

APP-FL. Estos resultados sugieren que el procesamiento amiloidogénico podría tener 

lugar durante el transporte axonal de aquellas vesículas que contengan los 

precursores de Aβ y la maquinaria enzimática necesaria. Por otra parte, la 

acumulación encontrada de péptido Aβ monomérico en sinaptosomas de 18 meses 

sugiere que al menos una parte de estas vesículas deben producir β-amiloide, 

probablemente en los estadios finales del transporte axonal anterogrado a nivel de las 

sinapsis (Cirrito et al., 2005; Cirrito et al., 2008). 

Si bien en el caso de APP-FL y sus derivados podemos asumir que el 

contenido presente en la fracción microsomal es procedente de neuronas ya que la 

proteína APP es transgénica y se expresa bajo el promotor Thy-1, para otros 

marcadores estudiados como BACE-1, PS1 o LC3 no podemos asumir esta regla 

simple, debido a que la procedencia puede ser diversa. Por el contrario, los 

sinaptosomas son de origen sináptico, y por lo tanto podemos asumir que las 

proteínas estudiadas en estas muestras deben ser mayormente de origen neuronal.  

En este sentido, los animales viejos PS1xAPP presentaron una acumulación de 

la forma madura de BACE-1 y de PS1-CTF tanto en micro- como en sinaptosomas 

semejante a la previamente descrita en extractos de proteínas totales de hipocampo. 

En lo que respecta a la distribución, la forma madura BACE-1 se encontró ligeramente 

más concentrada en microsomas en todas las edades estudiadas, aunque la diferencia 

entre ambos no fue significativa (figura R31.A y C). Del mismo modo, el fragmento 

PS1-CTF presenta una distribución similar entre micro- y sinaptosomas, aunque en 

este caso PS1-CTF se encuentra ligeramente más enriquecido en la fracción 

sinaptosomal (figura R31.D y E). Estos resultados sugieren que el procesamiento β- y 

γ-secretasa tiene lugar tanto en la región más proximal al soma como en la más distal.  

 Finalmente, estudiamos la proteína LC3-II en estas mismas muestras. Lo más 

destacable parece ser la clara distribución de LC3-II en microsomas, mientras la 

cantidad detectada en sinaptosomas supone un 24±8.2% en 6 meses y un 52.3±8.1% 

en 18 meses con respecto a la proteína LC3-II presente en microsomas (n=3) (figura 

R31.A). Estos datos sugieren que la mayor parte de las vesículas autofágicas, que a 
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nivel histológico se encuentra principalmente entre cuerpos neuronales, dendritas 

apicales y distrofias axonales (ver figura R25.E), deben encontrarse incluidas en la 

fracción microsomal. Por otra parte, las diferencias encontradas en la distribución de 

LC3-II entre animales jóvenes y viejos se deben a la diferente acumulación que 

muestra LC3-II en estas preparaciones durante el envejecimiento de los animales. En 

este sentido, como se muestra en la figura R31.C, la proteína LC3-II experimenta una 

acumulación en 18 meses de 1.51±0.15 en microsomas, y 3.29±0.08 en 

sinaptosomas, respecto a los animales de 6 meses. La acumulación de LC3-II 

mostrada en los sinaptosomas de los animales de 18 meses recuerda en gran medida 

a los resultados previamente obtenidos en extractos de proteínas totales de 

hipocampo. Sin embargo, el incremento encontrado en microsomas es notablemente 

inferior. Los factores que pueden influir en este resultado son desconocidos, aunque 

suponemos que la diferente densidad que podrían mostrar estas vesículas en función 

de la edad de los animales podría dar lugar a un mayor desplazamiento de estas 

vesículas hacia los sinaptosomas, lo que podría justificar la leve acumulación que tiene 

lugar en los microsomas.  

En conclusión, en este apartado aportamos resultados que muestran como el 

procesamiento de la proteína APP se encuentra alterado como causa de las 

alteraciones del transporte vesicular axonal en los animales PS1xAPP durante su 

envejecimiento. Junto con la acumulación de LC3-II en microsomas y sinaptosomas 

también se observó una acumulación de los precursores del β-amiloide en microsomas  

y de Aβ en sinaptosomas. Estos resultados en conjunto sugieren que mientras las 

vesículas acumuladas en la región neuronal proximal al soma (posiblemente axones 

distróficos) presentan acumulación de APP-FL y C99, las vesículas acumuladas en la 

porción más distal (terminales sinápticas) podrían acumular β-amiloide.  

4.4 APP y APP-CTFs se localizan en vesículas autofágicas en los animales 
PS1xAPP de 18 meses. 

Durante el desarrollo de este trabajo, hemos recopilado algunas evidencias que 

sugieren que las vesículas autofágicas acumuladas en los animales PS1xAPP podrían 

ser compartimentos celulares donde tiene lugar la producción y acumulación de Aβ. En 

este sentido, hemos descrito previamente que la acumulación de APP/APP-CTFs tiene 

lugar preferentemente en las neuritas distróficas que rodean las placas de β-amiloide, 

coincidiendo con la acumulación de vesículas autofágicas durante el envejecimiento 

de los animales PS1xAPP (comparar figuras R9.E y R25.E). Del mismo modo, también 
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hemos mostrado que APP-FL, C99, BACE-1 y PS1-CTF se acumulan en una fracción 

de proteínas de membrana resistentes a CHAPS junto con LC3-II, lo que de nuevo 

sugiere la asociación entre la producción de β-amiloide y las vesículas autofágicas 

(comparar figuras R21 y R25.E). En este apartado mostramos nuevas evidencias que 

apoyan esta asociación. 

Para intentar relacionar la ruta de la autofagia con la producción intracelular de 

β-amiloide, pasamos a fraccionar el contenido microsomal de un pool de 3 animales de 

18 meses PS1xAPP en un gradiente de densidad preparado con iodixanol (ver 

materiales y métodos, apartado 9.2). Una vez realizado el fraccionamiento, se toman 

distintas fracciones del gradiente, desde la parte superior (1), hasta la parte inferior 

(10), y estudiamos en ellas mediante WB la presencia de las proteínas implicadas en 

la vía amiloidogénica. Como se observa en la figura R32.A, tanto APP como APP-

CTFs mostraron capacidad para flotar en el gradiente, y aunque varias de las 

fracciones son inmuno-positivas, ambos precursores mostraron un pico de 

concentración en la fracción 4 (ver figura R32.B). El estudio del péptido β-amiloide lo 

abordamos en primer lugar empleando geles de poliacrilamida-SDS, membranas de 

nitrocelulosa y el anticuerpo 6E10 (figura R32.A; tercer panel). Nuestros resultados 

mostraron la presencia de Aβ en el fondo del gradiente (ver figura R32.B). En una 

segunda aproximación, empleamos un gel de poliacrilamida-SDS-UREA, membranas 

de PVDF y el anticuerpo 82E1 (figura R32.A; cuarto panel). Con esta aproximación 

conseguimos amplificar la señal de Aβ monomérico y confirmamos que la mayor parte 

se concentraba en el fondo del gradiente. Sin embargo, en esta ocasión encontramos 

una pequeña proporción de Aβ con capacidad para flotar. Menos del 10% del β-

amiloide total fraccionado presenta co-localización con C99 y APP-FL en la fracción 4 

del gradiente (figura R32.B).  

Los resultados obtenidos para el péptido Aβ en gradiente de iodixanol sugieren 

en principio dos posibilidades. La primera, que durante el tratamiento de la muestra 

siguiendo esta metodología podría producirse una rotura parcial o total de las 

vesículas/orgánulos celulares con la consecuente liberación de las proteínas solubles 

como el péptido Aβ. La segunda, que la muestra de membranas objeto del 

fraccionamiento se encuentre contaminada por β-amiloide procedente de las placas 

extracelulares. Aunque ambas opciones podrían explicar la pequeña proporción de Aβ 

con capacidad para flotar y la presencia mayoritaria de Aβ en las fracciones más 

densas del gradiente, esta última es menos probable puesto que la preparación de 
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membranas ha sido previamente sometida a centrifugación a 12600 xg (ver materiales 

y métodos; apartado 9.2). 
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Para intentar discriminar los posibles compartimentos celulares en los que 

puede tener lugar la acumulación de APP-FL, C99 y el β-amiloide, pasamos a estudiar 

distintos marcadores de orgánulos celulares en las mismas fracciones del gradiente. 

Como esperábamos, tanto APP como C99 colocalizaron con LC3-II en las mismas 

fracciones del gradiente (ver figuras R32.A y R32.B). En el caso de C99 y LC3-II, 

ambos marcadores presentan una relación lineal casi perfecta (r2: 0.95; p<0.0001) (ver 

figura R32.D). También fueron testados mediante WB otros marcadores de orgánulos 

como sintaxina-6 para trans-golgi, Grp-78 para retículo endoplásmico y sintaxina-13 

para endosomas (ver figura R32.A), que  mostraron co-localización parcial con C99 y 

APP-FL. Sin embargo, todos ellos presentaron su pico máximo de concentración en 

una fracción diferente (ver figura R32.C), y ninguno mostró una relación lineal 

aceptable con C99 (ver figura R32.D). Finalmente, estudiamos en las fracciones del 

gradiente de iodixanol Rab-7, proteína implicada en la fusión de los autofagosomas y 

los lisosomas (Kimura et al., 2007) (ver fugura R32.A). Al igual que observamos para 

LC3-II, Rab-7 también apareció enriquecida en la fracción 4 del gradiente (ver figura 

R32.C). Además, la representación de los valores de C99 frente a Rab-7 también 

mostró una regresión lineal estadísticamente significativa (r2: 0.95; p<0.0001; ver figura 

R32.D). Estos resultados obtenidos a partir de la fracción microsomal de animales 

PS1xAPP de 18 meses demuestran que APP-FL y, especialmente C99, se distribuyen 

en función de su densidad en un rango que coincide con el marcador de vesículas 

autofágicas LC3-II, y con la proteína Rab7 implicada en la fusión de autofagosomas y 

lisosomas. Estos resultados además se refuerzan por estudios de microscopia 

electrónica en animales PS1xAPP de 6 meses realizados por el grupo de investigación 

de la Dra. Antonia Gutiérrez que muestran que las vesículas autofágicas acumuladas 

en neuritas distróficas son inmunopositivas para APP/APP-CTFs (figuras R33.A y B). 

Por lo tanto, en conjunto estos datos sugieren que la mayor parte de APP y C99 (y una 

pequeña proporción de Aβ) acumulados en los animales viejos PS1xAPP debe 

encontrarse vesiculado en autofagosomas presentes en las distrofias axonales.   

Figura R32. Fraccionamiento del contenido vesicular microsomal en gradiente de iodoxanol en animales 
PS1xAPP viejos. A) WB representativo de APP-FL, APP-CTFs, Aβ monomérico (fraccionado en gel de urea), 
LC3, Rab-7, sintaxina-6, Grp-78 y sintaxina-13 en las fracciones obtenidas mediante fraccionamiento de 
microsomas de un pool de 3 animales PS1xAPP de 18 meses en gradiente continuo de iodixanol. B) APP-FL y 
C99, pero no Abeta, se distribuyen en el mismo rango de densidad. C) El estudio de otros marcadores muestra 
que Rab-7 también se diferencia en el mismo rango de densidad lo que sugiere que podría tratarse de vesículas 
autofágicas maduras. Los demás marcadores estudiados se distribuyen en otra fracción. D) APP-FL y C99 
presentan una colocalización estadísticamente significativa  (p<0.0001) con LC3-II y Rab-7, pero no con otros 
marcadores de orgánulos. 
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Finalmente, para demostrar que los precursores del péptido β-amiloide se 

acumulan en vesículas autofágicas durante el envejecimiento en los animales 

PS1xAPP, pasamos a aislar muestras enriquecidas en estas vesículas a partir de 

animales PS1xAPP de distintas edades. Para ello, calculamos el rango de densidad en 

el que se diferencian las vesículas autofágicas partiendo de nuestros propios 

resultados en células de neuroblastomas N2a (ver materiales y métodos; apartado 

9.2.4) y de los previamente obtenidos por otros autores (Wattiaux et al., 1978; Marzella 

et al., 1982). A continuación, adaptamos nuestro protocolo de aislamiento de 

sinaptosomas aumentado la velocidad de obtención del extracto crudo mitocondrial 

hasta 17000 g (Yang et al., 2009), (ver materiales y métodos; apartado 9.3). 

Desafortunadamente, para el aislamiento de estas muestras nos vimos obligados a 

recurrir a otro modelo murino PS1xAPP (PS1∆exon9xAPP695-S)similar al quehemos 

empleado rutinariamente en este trabajo. 

Como se muestra en la figura R34.A, la proteína LC3-II y los precursores del 

péptido β-amiloide APP-FL y C99 se encuentran enriquecidos en la nueva fracción 

obtenida empleando este protocolo a partir de animales PS1xAPP de 12 meses. Este 

resultado sugiere que vesículas autofágicas con APP-FL y APP-CTFs, previamente 

localizadas en fracción microsomal, deben desplazarse a la fracción de sinaptosomas 

tras aumentar la velocidad de centrifugación (ver figura R34.B y comparar con figuras 

R31.B y C). Por tanto, la fracción así obtenida debe contener sinaptosomas y la mayor 

parte de las vesículas autofágicas presentes en el homogenado de partida. Por este 

motivo, a esta fracción la denominamos fracción enriquecida en vesículas autofágicas.  

Figura R33. Inmunotinción para APP-FL/APP-CTFs visualizada con microscopía electrónica. A) La 
inmunotinción se detectó mediante anticuerpo secundario acoplado a partículas de oro en torno a placas de Aβ en 
el hipocampo de animales PS1xAPP de 6 meses. B) Las vesículas acumuladas muestran morfología de 
autofagosomas y una intensa tinción intraluminal para APP/APP-CTFs.  Barra de escala: 500nm.. 
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A continuación, obtuvimos este tipo de muestra de animales PS1xAPP de 6, 

12, 18 y 21 meses, para llevar a cabo el análisis de APP-FL, APP-CTFs y β-amiloide 

monomérico. Una vez aisladas, preparamos un pool de tres animales para cada edad 

estudiada. Los resultados obtenidos se muestran en la figura R34.B, y de forma 

cuantitativa en R34.D. Como esperábamos, en estas muestras encontramos una 

fuerte acumulación del marcador de vesículas autofágicas LC3-II (figura R34.D). Por el 

contrario, no encontramos ningún cambio significativo durante el análisis de β-actina, 

que debe proceder mayoritariamente de los sinaptosomas presentes en estas 

muestras. Por otro lado, pasamos a analizar la acumulación de APP-FL, APP-CTFs y 

Figura R34. Aislamiento de una fracción enriquecida en vesículas autofágicas en animales PS1xAPP.  A) 
WB representativo de APP-FL, APP-CTFs, Aβ monomérico y LC3-II en la muestra enriquecida en vesículas 
autofágicas y en los microsomas restantes en animales PS1xAPP de 12 meses. B) La distribución de APP-FL y 
APP-CTFs es mayoritaria en la fracción enriquecida en vesículas autofágicas en un animal de 12 meses. C) WB 
representativo de la acumulación de APP-FL; APP-CTFs, Aβ monomérico y LC3-II durante el envejecimiento. D) 
Esta fracción presenta una fuerte acumulación de LC3-II, y en paralelo tiene lugar también la acumulación de 
APP-FL, C99 y Aβ. El resultado mostrado es obtenido de un único pool de 3 animales (por ello no se presenta SD 
o estadística). 
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Aβ monomérico. De forma similar a lo descrito para LC3-II, tanto C99 como Aβ 

mostraron una fuerte acumulación en los animales de 21 meses con respecto a 6 

meses (figura R34.D), y en menor grado APP-FL. El fragmento C83 también se 

acumula en esta fracción, aunque no tanto como C99, lo que es indicativo de que esta 

acumulación no corresponde exclusivamente a los componentes de la vía 

amiloidogénica. Estos resultados nos permiten asociar la acumulación de vesículas 

autofágicas con la de C99 y APP-FL durante el envejecimiento de los animales 

PS1xAPP. Conjuntamente, los resultados descritos en este apartado demuestran que 

los precursores del péptido Aβ se acumulan en los animales PS1xAPP en vesículas 

autofágicas presentes en neuritas distróficas durante el proceso de envejecimiento. 

En el caso del β-amiloide monomérico, esta metodología no nos permite 

establecer una relación directa entre su acumulación y las vesículas autofágicas 

porque estos péptidos se localizan principalmente en sinaptosomas antes de llevar a 

cabo este protocolo (ver figura R31.A; apartado 4). Teniendo además en cuenta los 

resultados obtenidos en gradientes de iodixanol, no podemos concluir que el péptido 

Aβ se localice en este tipo de vesículas en los animales PS1xAPP. Sin embargo, los 

resultados de APP-FL y C99 sugieren que la producción de β-amiloide podría ocurrir 

en estas vesículas, lo que además estaría en concordancia con el fuerte incremento 

encontrado en LC3-II y Aβ monomérico en los sinaptosomas de animales viejos 

PS1xAPP. 

4.4.1 La maduración de la subunidad V0a1 de la bomba de protones 
vesicular está impedida durante el envejecimiento en los animales PS1xAPP. 

La maduración de las vesículas autofágicas hasta fusionarse con los lisosomas 

es un evento necesario para que tenga lugar la degradación de su contenido. En este 

sentido, aunque los precursores del β-amiloide acumulados en estas vesículas se 

degradan por vía lisosomal (Yang et al., 2011), la acumulación observada durante el 

envejecimiento en animales PS1xAPP, sugiere que esta degradación no es eficiente. 

Por una parte, los problemas en el transporte axonal asociados a la edad podrían 

explicar un déficit en la fusión de los autofagosomas con los lisosomas. Por otra parte, 

esta acumulación de APP y C99 también podría explicarse por deficiencias en la 

degradación vía lisosomal asociadas a la edad de los animales PS1xAPP. En este 

sentido, la acidificación de los lisosomas por parte de la bomba de protones es un 

requisito necesario para que se produzca la maduración de las enzimas lisosomales y 

para que tenga lugar la fusión de las vesículas autofágicas con los lisosomas 
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(Yamamoto A et al., 1998; Peri and Nesslein-Volhard, 2008). La subunidad V0a1 es 

una subunidad reguladora de la bomba de protones en cerebro (Toei et al., 2010 para 

revisión), y su maduración está ligada a la actividad enzimática de presenilina/γ-

secretasa (Lee et al., 2010), lo que la hace un candidato idóneo para el estudio en 

nuestros animales.  

El estudio de la subunidad V0a1 de la bomba de protones se llevo a cabo 

mediante PCR y WB (figura R35). Para el estudio a nivel transcripcional empleamos 

muestras de cDNA de hipocampo de WT y PS1xAPP de 6 y 18 meses. Como se 

muestra en la figura R35.A, la expresión de esta subunidad está aumentada de forma 

estadísticamente significativa en animales WT y PS1xAPP de 18 meses con respecto 

a WT de 6 meses, aunque en estos últimos el incremento fue algo mayor. Por el 

contrario, en los animales de 6 meses PS1xAPP no encontramos diferencia de 

expresión con respecto a WT.  

El estudio mediante WB de la subunidad V0a1 de la bomba de protones 

vesicular revela una banda difusa en torno a 116 KDa correspondiente a la forma 

madura (glicosilada), mientras la forma inmadura se observa como una banda bien 

definida de peso molecular ligeramente inferior (Lee et al., 2010). Como se muestra en 

la figura R35.B, y cuantitativamente en R35.C, la forma madura de V0a1 experimenta 

un fuerte incremento en los animales PS1xAPP de 6 meses con respecto a WT de la 

misma edad, un incremento moderado durante el envejecimiento de los animales WT, 

así como un descenso estadísticamente significativo durante el envejecimiento de los 

animales PS1xAPP, alcanzándose a los 18 meses prácticamente el valor basal de los 

animales WT de 6 meses (ver figuras R35.B y C). Estos resultados podrían reflejar un 

déficit en la acidificación de lisosomas en los animales PS1xAPP de 18 meses con 

respecto a los jóvenes. 
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Teniendo en cuenta que no hemos encontrado diferencias a nivel 

transcripcional entre los animales WT y PS1xAPP de 6 meses en la subunidad V0a1, 

el aumento detectado mediante WB en los animales PS1xAPP jóvenes podría estar 

motivado por un incremento en la maduración de esta subunidad. Este incremento en 

la forma madura podría traducirse en un aumento de la eficiencia de degradación por 

vía lisosomal en animales jóvenes PS1xAPP, lo que sugiere cierta relación con el 

incremento en  BAG3 (respecto a BAG-1) y beclina-1 en estos animales. Sin embargo, 

en los animales viejos PS1xAPP tendría lugar una pérdida de la eficiencia en la 

degradación por vía lisosomal, aun cuando la razón BAG3/BAG1 y beclina-1 se 

encuentran aumentados en estos animales. En definitiva estos resultados sugieren 

que la acumulación de vesículas autofágicas conteniendo APP y C99 en los animales 

viejos PS1xAPP también podría deberse a un fallo en la maduración de estas 

vesículas. 

Figura R35. Estudio de la subunidad V0a1 de la bomba de protones vesicular en el hipocampo de animales 
WT y PS1xAPP. A) Expresión de mRNA. La dispersión de puntos representa cada uno de los animales 
estudiados en cada grupo de edad (5-10 animales), mientras el gráfico de barras representa la media del grupo. El 
mRNA de V0a1 está incrementado significativamente en animales WT y PS1xAPP de 18 meses con respecto a 
WT de 6 meses. B) WB representativo de la forma madura de la subunidad V0a1 en animales de 6 y 18 meses. 
La banda discreta de menor peso molecular podría representar la forma inmadura. C) La presencia de la forma 
madura está aumentada en PS1xAPP de 6 meses y experimenta una fuerte caída durante el envejecimiento. 
Tukey p<0.05 cambios estadísticamente significativos entre WT y PS1xAPP a 6 meses, o entre PS1xAPP de 6 y 
18 meses. 
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4.4.2 El fallo en la acidificación de las vesículas en una línea celular de 
neuroblastoma lleva a la acumulación de APP-CTFs y de PS1-CTF. 

Con el fin de establecer una relación entre una posible deficiencia en la 

acidificación de lisosomas dependiente de la edad con la acumulación de las proteínas 

implicadas en la ruta amiloidogénica, realizamos experimentos en cultivos celulares 

inhibiendo la acidificación de los lisosomas con cloroquina. Esta droga ha sido muy 

utilizada para inhibir la degradación vía lisosomal (Vingtdeux et al., 2007; Boland et al., 

2010), ya que al alcalinizar el pH de los lisosomas, inhibe la actividad de sus enzimas 

(Diwu Z et al., 2011).   

Estos experimentos se realizaron en dos líneas celulares diferentes; por un 

lado empleamos células de neuroblastomas N2a establemente trasnsfectadas con 

APPsw (N2a+APPsw) para estudiar la posible acumulación de APP, APP-CTFs y Aβ 

tras el tratamiento con cloroquina. Por otro lado, hemos empleado fibroblastos murinos 

carentes de presenilinas endogenas (dobles KOs para PS) y establemente 

transfectados con presenilina-1 humana wild-type (MEF+H-PS1) (cedidas por el Dr. B. 

De Strooper), con la finalidad de estudiar la acumulación de PS1-CTF tras el mismo 

tratamiento. El tratamiento se llevo a cabo durante 6 y 24 horas. Pasado este tiempo, 

las células se recogieron empleando Tripure® (ver materiales y métodos; apartado 

20). 

Como se muestra en la figura R36.A y cuantitativamente en R36.B, el 

tratamiento (24 horas) de las células N2a-APPsw con cloroquina produjo la 

acumulación tanto de APP-FL como de los fragmentos C-terminales. Los fragmentos 

C-terminales de APP aparecen como una serie de bandas discretas en torno a 15 KDa 

reconocidas por el anticuerpo contra APP-CTFs (Boland et al., 2010). Para saber si el 

tratamiento con cloroquina indujo la acumulación intracelular de péptido Aβ, pasamos 

analizar la forma monomérica del mismo mediante WB y empleando membranas de 

PVDF. Sin embargo, bajo estas condiciones experimentales, no conseguimos detectar 

acumulación de Aβ empleando los anticuerpos 6E10 u 82E1.  

Finalmente, ensayamos la posibilidad de que un fallo en la acidificación 

también pudiese estar implicado en la acumulación del complejo γ-secretasa. Para ello 

analizamos como se acumula el fragmento C-terminal de PS1 tras el tratamiento con 

cloroquina en la células MEF+H-PS1. Como se muestra en la figura R36.C, y 
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cuantitativamente en R36.D, el tratamiento con cloroquina también dio lugar a una 

acumulación del fragmento PS1-CTF tanto a 6 como a 24 horas. 
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Estos resultados demuestran que la degradación de APP y sus fragmentos 

proteolíticos se produce vía lisosomal (Vingtdeux et al., 2007). En consecuencia, 

deficiencias o limitaciones en la acidificación de los lisosomas puede llevar a una 

acumulación de APP-FL y APP-CTFs, así como del fragmento PS1-CTF asociado al 

complejo γ-secretasa maduro. Si tenemos en cuenta la similitud de estos resultados 

con los obtenidos en los animales PS1xAPP viejos, podemos proponer que el “fallo” en 

la acidificación de los lisosomas podría originar una acumulación de precursores del β-

amiloide y del complejo γ-secretasa en vesículas autofágicas, sin que tenga lugar una 

degradación eficiente del contenido de las mismas.  

Figura R36. Estudio de los efectos de la cloroquina sobre el aclaramiento de los precursores de Aβ en 
cultivos de N2a. A y C) WB representativo de APP y APP-CTFs, o PS1-CTF, en proteínas extraídas tras el 
tratamiento con cloroquina durante 6 y 24 horas sobre células N2a transfectadas con APPsw. B y D) Tanto 
APP/APP-CTFs como PS1-CTF muestran acumulación cuando se inhibe la degradación por vía lisosomal 
mediante cloroquina in vitro, especialmente a las 24 horas de tratamiento. Los ensayos de estimulación sobre N2a 
se han repetido 2 veces bajo las mismas condiciones experimentales. Tukey p<0.05 denota cambios 
estadísticamente significativos con respecto al control no estimulado. 



RESULTADOS 

- 169 - 

 

4.5 Los sinaptosomas de los animales viejos PS1xAPP contienen Aβ 
monomérico y formas oligoméricas en baja concentración. 

En el apartado 4.3 mostramos la acumulación de Aβ monomérico en los 

sinaptosomas (y posiblemente en vesículas autofágicas) de los animales PS1xAPP de 

18 meses. La acumulación de Aβ a nivel intracelular supone un aliciente atractivo a la 

hora de intentar explicar la aparición de formas oligoméricas de Aβ. En este sentido, 

un aumento en la concentración intracelular de Aβ en vesículas (posiblemente 

autofágicas) sin que exista degradación podría promover la agregación del mismo en 

formas oligoméricas. Una mejor caracterización bioquímica de los péptidos de Aβ 

presentes en los sinaptosomas de los animales PS1xAPP podría apoyar o descartar 

esta hipótesis. 

El estudio de los péptidos amiloideos en modelos animales se plantea como 

una tarea complicada, debido a las diferentes formas de agregación que presenta el β-

amiloide in vivo. Así pues, en nuestro modelo animal PS1xAPP de 18 meses hemos 

encontrado hasta 3 formas diferentes de β-amiloide: el Aβ intracelular o sinaptosomal, 

las placas de β-amiloide extracelulares insolubles y las formas oligoméricas 

extracelulares solubles de Aβ presentes en todo el parénquima hipocampal (Jimenez 

et al, 2008). Con este escenario nuestro primer objetivo fue demostrar la procedencia 

intracelular de la carga amiloide encontrada en los sinaptosomas de 18 meses, 

descartando la posible contaminación con Abeta extracelular. Para ello preparamos 

dos aproximaciones distintas: la primera para descartar una posible contaminación de 

las fracciones sinaptosomales por placas de Aβ, y la segunda con la finalidad de 

descartar una posible contaminación por Aβ extracelular durante el proceso de 

homogeneización y formación de los sinaptosomas. Los resultados obtenidos de 

ambas aproximaciones se analizaron mediante WB en membranas de PVDF. 

En el primer caso, se procesaron en paralelo dos hemicortezas del mismo 

animal de 12 meses PS1xAPP empleando el protocolo de fraccionamiento para 

obtener sinaptosomas de ratón (apartado 9.1; materiales y métodos). Una de las 

hemicortezas se homogeniza en tampón de homogenización, conteniendo 0.1% 

CHAPS-0.1% DOC. La adición de los detergentes evita la formación de sinaptosomas 

durante la homogenización de los tejidos. Tras la homogenización, se continuó con el 

protocolo normal y el extracto crudo mitocondrial se fraccionó en gradiente de ficoll 

PM400. De ambos gradientes tomamos 10 fracciones desde la parte superior y un 

pellet y analizamos la presencia de Aβ monomérico en todas ellas. 
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Como se muestra en la figura R37.A, tras el fraccionamiento del extracto crudo 

mitocondrial, los sinaptosomas, identificados por el marcador mitocondrial ATP-

sintetasa-β, se observaron en la interfase de ficoll 13%-7%, correspondiente a las 

fracciones 6, 7 y 8 del gradiente, mientras que la parte del marcador mitocondrial 

correspondiente a las mitocondrias libres apareció en el pellet. El estudio del péptido 

Aβ monomérico en membranas de PVDF  mostró un patrón muy semejante al descrito 

para el marcador mitocondrial. Una parte del β-amiloide se diferenció junto a los con 

los sinaptosomas en las mismas fracciones del gradiente (<10% del total), mientras la 

mayor parte del mismo permanece en el pellet (>90% del total). Por otra parte, en la 

figura R37.A (panel inferior) se muestra como la adición de detergentes abolió 

completamente este efecto. Estos resultados sugieren que el péptido Aβ que se 

observa en el pellet del gradiente corresponde a las placas extracelulares, mientras 

que la proporción de Aβ que muestra capacidad para flotar debe corresponder al 

vesiculado en sinaptosomas y no al procedente de las placas.  

Mediante la segunda aproximación descartamos la posibilidad de que el 

péptido Aβ extracelular soluble pudiese contaminar nuestras preparaciones de 

sinaptosomas. Con esta finalidad, aislamos sinaptosomas partiendo de una 

hemicorteza de un animal WT de 6 meses. Al medio de homogenización isotónico le 

añadimos 500 ng/ml (500 µg/mg proteína soluble) de Aβ monomérico sintético, 

concentración 3 órdenes de magnitud superior a la encontrada en las fracciones 

solubles S1 de los animales de 18 meses PS1xAPP según nuestros resultados de 

ELISA (ver figura R1.A). En la figura R37.B se muestra la detección de Aβ en 

sinaptosomas empleando membranas de PVDF. Junto con los sinaptosomas del 

animal WT de 6 meses control y el contaminado con Aβ soluble, también cargamos las 

muestras de sinaptosomas de animales PS1xAPP de 6, 12 y 18 meses. Nuestros 

resultados mostraron que la adición al medio de Aβ soluble no se detecta en la 

fracción sinaptosomal. Por lo tanto, bajo estas condiciones experimentales no existe 

contaminación de sinaptosomas por Aβ extracelular soluble. Este resultado, junto con 

el anteriormente descrito para el β-amiloide de placas, demuestran que las formas de 

Aβ extracelulares solubles o insolubles no parecen contaminar nuestras preparaciones 

de sinaptosomas según la metodología empleada, por lo que el β-amiloide detectado 

en estas muestras debe ser de origen intracelular. 
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Nuestro siguiente paso consistió en caracterizar mejor el incremento de Aβ 

detectado entre 6 y 18 meses en sinaptosomas de animales PS1xAPP. Para ello, 3 

animales diferentes se analizaron mediante WB en gel al 16%-poliacrilamida-SDS. 

Como se muestra en la figura R38.A, los 3 animales de 18 meses analizados 

mostraron una fuerte acumulación de Aβ monomérico en sinaptosomas con respecto a 

los animales jóvenes (detectado con el anticuerpo 6E10). La presencia de un extracto 

de proteínas de sinaptosomas de un animal WT puso de manifiesto la especificidad de 

las bandas correspondientes al péptido β-amiloide, a C99 y a APP-FL en los animales 

PS1xAPP. La cuantificación de las diferencias observadas entre 6 y 18 meses muestra 

que la cantidad de Aβ monomérico está aumentada en torno a 19 veces en los 

animales viejos respecto a los jóvenes  (ver figura R38.B), sin que hayamos observado 

formas oligoméricas de Aβ bajo estas condiciones experimentales (ver figura R38.A y 

comparar con el panel adjunto). Este fuerte incremento en la concentración intracelular 

Figura R37. Estudio de la posible contaminación por Aβ extracelular en preparaciones de sinaptosomas. 
A) WB representativo para ATP-sintetasa-β y Aβ monomérico en membranas de PVDF tras aislamiento de 
sinaptosomas en gradiente de ficoll de un animal PS1xAPP de 12 meses. Frente a la condición estándar se 
ensaya una condición con bajas concentraciones de detergentes para evitar la formación de sinaptosomas. Bajo 
esta condición, todo el péptido Aβ se localiza en el fondo del gradiente y no muestra capacidad para flotar. B) WB 
representativo para Aβ monomérico en membranas de PVDF empleando sinaptosomas de animales PS1xAPP de 
6, 12 y 18 meses y WT previamente contaminado o no con Aβ monomérico exógeno. El tampón de 
homogenización presenta una alta concentración de Aβ monomérico soluble como se muestra en el WB de las 
fracciones S1 de WT (panel derecho). Sin embargo este Aβ no contamina la preparación de sinaptosomas. 
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de Aβ debería ser consecuencia no solamente de su acumulación sino también del 

aumento en la actividad β- y γ-secretasa que acontece en estos animales asociado a 

la edad.  

PS1xAPP

6 meses 18 meses

Aβ38
Aβ40
Aβ42
Aβ46

(Más expuesto)

Aβ38
Aβ40
Aβ42
Aβ46

C99

Edad (meses)
6 18

U
ni

da
de

s 
re

la
tiv

as
 a

 6
 m

es
es

 W
T

0

1

2

3

4

5

T-test
p<0.05

Aβ (1-mer)

Edad (meses)
6 18

U
ni

da
de

s 
re

la
tiv

as
 a

 6
 m

es
es

 W
T

0

5

10

15

20

25

30

T-test
p<0.05

B)

WT
PS1xAPP

6 meses 18 meses
APP-FL

C99

Aβ

β -actina

A)
Sinaptosomas

Aβ
oligomérico 

 

 

A la luz de los recientes resultados que ponen manifiesto la importancia de la 

razón Aβ42/Aβ40 en la formación de especies oligoméricas de Aβ neurotóxicas 

(Kuperstein et al., 2010), decidimos abordar ensayos que nos permitieran conocer esta 

razón y como cambia con la edad de los animales estudiados. Para estos ensayos,  

sometimos las mismas muestras de sinaptosomas de 6 y 18 meses a electroforesis en 

geles de poliacrilamida-SDS-UREA. El estudio del β-amiloide mediante esta técnica 

mostró que en los sinaptosomas de los animales PS1xAPP la forma de Aβ42 es la 

Figura R38. Estudio del péptido β-amiloide en sinaptosomas de corteza de animales PS1xAPP. A) WB 
representativo empleando el anticuerpo 6E10 en proteínas sinaptosomales de animales de 6 y 18 meses, 
incluyendo un control WT de 6 meses. No se observan formas oligoméricas de Aβ como en las fracciones S1 de 
estos mismos animales (comparar con panel anexo importado de la figura R2). B) Tanto Aβ monomérico como 
C99 se acumulan en sinaptosomas durante el envejecimiento de los animales PS1xAPP. C) WB representativo 
empleando el anticuerpo 82E1 tras electroforesis en gel de SDS-urea. Las isoformas predominantes detectadas 
fueron Aβ42 y Aβ40, sin que haya diferencias significativas en la razón 42/40 (~4:1) durante el envejecimiento. T-
test p<0.05, cambios estadísticamente significativos con respecto a 6 meses. 
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más abundante con respecto a las demás (figura R38.C). La proporción calculada de 

Aβ42/Aβ40 en nuestros animales corresponde a 3.96±0.63 (n=3) sin que hayamos 

encontrado diferencias asociadas a la edad. Por lo tanto, estos resultados demuestran 

que la proporción de Aβ42 intracelular es significativamente superior a la de Aβ-40. Si 

bien, esta razón Aβ42/40 podría influir en la formación de especies oligoméricas, en 

nuestros animales de 6 meses la presencia de oligómeros es muy baja (ver apartado 1 

de resultados). Por lo tanto, en nuestros animales el factor decisivo que promueva el 

aumento en la concentración de formas oligoméricas solubles debe ser la acumulación 

de Aβ intracelular más que la razón Aβ42/40, aunque muy posiblemente sin una razón 

Aβ42/40 elevada los oligómeros de Aβ no se formarían (Kuperstein et al., 2010).   

Por otro lado, aunque nuestra hipótesis de partida supone que la 

oligomerización del péptido β-amiloide debe tener un origen intracelular, hemos sido 

incapaces de detectar oligómeros mediante WB en los sinaptosomas de los animales 

viejos PS1xAPP. Para profundizar mejor en esta cuestión, decidimos abordar ensayos 

de inmunoprecipitación (IP). Para estos ensayos procedimos de forma idéntica a lo 

descrito en el apartado 1 de resultados para la inmunoprecipitación a partir de las 

fracciones S1 de los animales PS1xAPP. Previamente, hemos comprobado que la 

proporción de proteínas solubles en sinaptosomas es aproximadamente de un 50%, 

por lo que para conseguir que los resultados obtenidos fueran comparables con los 

obtenidos en las fracciones S1, partimos de una cantidad doble de proteína (100 µg) 

de la empleada en el apartado 1 de resultados (50 µg).  

En el caso de los sinaptosomas, las muestras (un pool de 3 animales) se 

sonicaron al menos 3 veces para liberar el contenido de proteínas solubles y 

seguidamente se precipitó el contenido de membranas por centrifugación. El 

sobrenadante obtenido es el punto de partida para llevar a cabo la inmunoprecipitación 

con el anticuerpo A11 (Kayed et al., 2007). Tras la inmunoprecipitación con este 

anticuerpo, los precipitados se sometieron a electroforesis en geles al 12%-

poliacrilamida-SDS y se analizaron mediante WB. En la figura R39.A se muestra la 

inmunoprecipitación previamente mostrada en el apartado 1 de resultados junto con el 

resultado obtenido a partir de los sinaptosomas de 6 y 18 meses de animales 

PS1xAPP. De estos resultados podemos concluir que existen formas oligoméricas de 

Aβ en los sinaptosomas de los animales de 18 meses PS1xAPP, aunque la presencia 

fue mucho menor a la detectada en la fracción S1 de estos mismos animales. Además, 

los oligómeros de Aβ inmunoprecipitados por el anticuerpo A11 apenas se apreciaron 
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en los sinaptosomas de los animales jóvenes (ver figura R39.A) lo que demuestra que 

se acumulan durante el envejecimiento. En este sentido, parece ser que las formas 

precipitadas con A11 a partir de sinaptosomas presentan gran similitud con las 

previamente observadas en las fracciones S1. De hecho, conseguimos precipitar todas 

las formas presentes en las fracciones S1 excepto aquella de 24 KDa. Este resultado 

sugiere que las formas oligoméricas presentes en el medio extracelular podrían ser de 

origen neuronal.  
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Experimentos adicionales empleando el anticuerpo 6E10 tanto en IP como en 

WB mostraron que estas formas oligoméricas son también reconocidas por 6E10 

(figura R39.B). En la IP con 6E10 no solamente analizamos la presencia de formas 

oligoméricas en la parte de proteínas solubles (S), sino también en la de membranas 

(M). Para ello, el pellet de membranas obtenido por centrifugación se solubilizó en 1% 

CHAPS-1% DOC (ver materiales y métodos; apartado 15). El estudio de las formas 

oligoméricas empleando 6E10 en IP mostró que este anticuerpo reconoció las mismas 

formas que A11 en los sinaptosomas y que estas especies se encontraron 

preferentemente en la parte soluble de los sinaptosomas (S). Este resultado de nuevo 

pone de manifiesto la similitud entre las formas oligoméricas inmunoprecipitadas de las 

fracciones solubles y de los sinaptosomas de los animales PS1xAPP. Al igual que 

habíamos descrito en el apartado 1 de resultados, la interferencia de la banda 

correspondiente a la cadena pesada de 6E10 no nos permitió observar las formas 

oligoméricas correspondientes a 90 y 96 KDa. 

Finalmente, los precipitados obtenidos mediante 3 inmunoprecipitaciones 

seriadas con 6E10 a partir de sinaptosomas de 18 meses se analizaron en gel al 16%-

poliacrilamida-SDS. Como esperábamos, apareció gran cantidad de β-amiloide 

monomérico en la primera precipitación seriada (ver figura R39.C) mientras que no se 

observó Aβ monomérico cuando la inmunoprecipitación partió de la fracción S1 de 18 

meses. Estos resultados demuestran que no existen oligómeros de bajo peso 

molecular como di-, tri- o tetrámeros (~9; ~13.5 y ~18KDa respectivamente) 

inmunoprecipitados por 6E10 en muestras de sinaptosomas de 18 meses. 

Desafortunadamente, los oligómeros de alto peso molecular previamente mostrados 

en la figura R39.A y R39.B no se observaron debido a la interferencia de la cadena 

pesada de la inmunoglobulina de 6E10. Como ya mostrábamos en el primer apartado 

de resultados, el uso de este anticuerpo en IP y WB dio lugar a ruido de fondo entre 50 

y 120 KDa lo que no nos permitió observar nada mas en este rango de Mr. 

Figura R39. Inmunoprecipitación de formas oligoméricas de Aβ contenidas en sinaptosomas en animales 
PS1xAPP. A) WB representativo muestra los oligómeros de Aβ inmunoprecipitados por el anticuerpo A11 a partir 
de fracciones S1 y sinaptosomas de animales de 6 y 18 meses en gel al 12 % poliacrilamida-SDS. Aparentemente 
las mismas formas oligoméricas se reconocieron en ambas muestras aunque la concentración en sinaptosomas 
es mucho menor a la presente en S1 de los animales de 18 meses. B) WB representativo de los oligómeros 
precipitados con 6E10 a partir de la fracción soluble o de membranas de los sinaptosomas de animales de 18 
meses. Los oligómeros de 57 y 47 KDa se observan principalmente en la parte soluble y mínimamente en 
membranas. C) WB representativo de los oligómeros precipitados por 6E10 a partir de S1 y sinaptosomas de 
animales de 18 meses (3 precipitaciones seriadas). El estudio en gel al 16% poliacrilamida-SDS muestra Aβ 
monomérico exclusivamente en sinaptosomas y no en S1. No hemos detectado otros oligómeros de bajo peso 
molecular. 
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Los resultados mostrados en este aparatado sugieren que las formas 

oligoméricas encontradas en el medio extracelular de los animales PS1xAPP de 18 

meses podrían ser de origen intracelular, y posiblemente procedente de las terminales 

sinápticas. Sin embargo, la principal forma de Aβ sinaptosomal es la monomérica, y 

ésta no se observa en las fracciones solubles S1 de los animales de 18 meses 

PS1xAPP. Este hecho sugiere que  enzimas como neprelisina (NEP) o la enzima que 

degrada insulina (IDE) son capaces de degradar esta forma de Aβ en el medio 

extracelular, no siendo tan eficientes en la degradación de las formas oligoméricas 

(Walsh et al., 2002). 

5. Estudio del péptido Aβ presente en los depósitos extracelulares de Aβ 
como posible fuente de oligómeros solubles en los animales PS1xAPP. 

Hasta este momento, este trabajo se ha centrado en investigar los posibles 

mecanismos implicados en el aumento de la producción de Aβ intracelular como 

principal causa de la oligomerización de estos péptidos. Sin embargo, otras causas 

también podrían ser posibles, como las propias placas del β-amiloide. En este sentido, 

cabe la posibilidad de que las placas se vuelvan más lábiles durante el envejecimiento 

y que ello tenga como consecuencia la liberación de formas oligoméricas de Aβ al 

medio extracelular. Esta hipótesis se basa en el aumento de tamaño y cambio 

morfológico que se produce en las placas de Aβ durante el envejecimiento de nuestro 

modelo (Jimenez et al., 2008; Moreno-Gonzalez et al., 2009, resultados no 

publicados). 

 Para evaluar esta hipótesis en nuestro modelo PS1xAPP, hemos empleado el 

método de solubilización secuencial mostrado en el apartado 3 de resultados con 

algunas modificaciones. En este caso, obviamos la precipitación de núcleos y células 

sin romper, para evitar la pérdida de placas. El precipitado obtenido mediante 

centrifugación a alta velocidad (100.000 xg) se sonica en tampón isotónico, para 

favorecer la liberación del contenido soluble vesiculado. Tras una nueva 

centrifugación, se lava el precipitado obteniéndose así la muestra de partida para la 

solubilización secuencial. Presumiblemente, el precipitado debería ser rico en placas 

de β-amiloide y pobre Aβ soluble.  

En la figura R40 se muestran los resultados obtenidos siguiendo este método y 

ensayando la presencia del péptido Aβ mediante WB con el anticuerpo 6E10. En 

primer lugar, se observa la acumulación de C99 en la fracción de proteínas resistente 



RESULTADOS 

- 177 - 

 

a CHAPS como ya habíamos mostrado en el apartado 3 de resultados. En segundo 

lugar, el estudio del péptido β-amiloide acumulado en placas muestra principalmente 

formas monoméricas en todas las edades estudiadas. Sin embargo, durante el 

envejecimiento, la acumulación de oligómeros de alto peso molecular se va haciendo 

cada vez mayor, llegando a alcanzar niveles similares a los de Aβ monomérico en los 

animales de 18 meses (ver figura R40.A). Como esperábamos, la mayor parte del 

péptido β-amiloide se concentra en la tercera fracción solubilizada (3ª Solub.: SDS 

2%), lo que demuestra la resistencia de las placas a la solubilización. En esta fracción 

encontramos un fuerte incremento tanto en las formas monoméricas y diméricas, como 

en oligómeros de alto peso molecular durante el envejecimiento de los animales (figura 

R40.B). De hecho, en los animales de 18 meses, la mayor parte de los oligómeros de 

alto peso molecular se concentran en esta fracción (3ª Solub.: SDS 2%). La segunda 

fracción (2ª Solub.: CHAPS 1%-DOC 1%-SDS 2%) muestra también un fuerte 

aumento en las formas oligoméricas de Aβ, aunque de menor grado que la encontrada 

en la 3ª Solub. En este sentido, puesto que la solubilización de Aβ en esta fracción se 

realiza con una mezcla menos agresiva que el SDS por sí mismo, podemos postular 

que el péptido Aβ extraído bajo estas condiciones podría proceder una región más 

lábil de las placas (posiblemente de la periferia).  
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En este sentido, si asumimos que el grado de solubilización en una batería de 

detergentes como la que empleamos en este trabajo, puede ser un ser un reflejo de la 

labilidad de las placas a la hora de liberar formas oligoméricas al medio, podemos 

sugerir que la fracción de Aβ que se solubiliza más fácilmente podría representar el 

péptido Aβ presente en partes de la placa más lábiles y que podrían liberarse durante 

Figura R40. Presencia de formas oligoméricas de alto peso molecular en placas de Aβ. A) WB 
representativo de las formas de Aβ detectadas en las fracciones obtenidas mediante solubilización secuencial de 
los depósitos de Aβ (placas extracelulares) que presenta nuestro modelo a los 6, 12 y 18 meses. B) La mayor 
concentración de Aβ (tanto monómeros como oligómeros) se concentra en la fracción solubilizada con SDS, 
indicando resistencia del Aβ fibrilar a la solubilización. Una parte de la carga total de Aβ (tanto monómeros como 
oligómeros) se solubiliza por la mezcla de CHAPS-DOC-SDS, y experimenta un aumento similar al que se 
observa en la fracción solubilizada por SDS, durante el envejecimiento. La parte solubilizada con esta mezcla 
(más suave que SDS) podría corresponder a la parte de Aβ más lábilmente unida a las placas. (*): Tukey p<0.05, 
cambios estadísticamente significativos con respecto a la misma fracción en 6 meses. 
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el envejecimiento de los animales, lo que podría contribuir al aumento en formas 

solubles de Aβ detectada en las fracciones S1 de nuestros animales viejos. Sin 

embargo, debido a la ausencia de controles válidos para determinar el efecto de la 

homogeneización, sonicación y/o centrifugación sobre la liberación de oligómeros de 

las placas, no podemos descartar su posible contribución en los oligómeros presentes 

en las fracciones S1. Aunque esta posibilidad es aparentemente poco probable ya que 

el β-amiloide monomérico es tan abundante, o más, que el oligomérico en las placas 

(ver figura R40.A), y sin embargo, éste no se ha detectado en las fracciones S1.   
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1. Efecto neurotóxico de las formas oligoméricas solubles del péptido Aβ 

La enfermedad de Alzheimer es una trastorno neurodegenerativo caracterizado 

principalmente por la pérdida sináptica, la aparición a nivel intracelular de depósitos 

insolubles de la proteína tau hiperfosforilada, a nivel extracelular de Aβ, y la muerte 

neuronal. Clásicamente, y desde hace ya más de una década, se ha atribuido a la 

acumulación de los péptidos Aβ las principales alteraciones moleculares y celulares 

implicadas en el progreso de esta enfermedad (Haass and Selkoe, 2007). Sin 

embargo, los depósitos de Aβ en forma de placas guardan una relación muy pobre con 

la pérdida sináptica, la muerte neuronal y las deficiencias cognitivas asociadas a este 

desorden neurológico (Kuo et al., 1996; Lue et al., 1999; Chatelat et al., 2011). Nuestro 

modelo transgénico PS1M146LxAPP751-SL es un claro ejemplo ya que presenta 

deposición temprana de placas, a partir de los 3 meses de edad (Blanchard et al., 

2003) y sin embargo no tiene degeneración de la neuronas principales hipocampales 

hasta los 18 meses (Schmitz et al., 2004; Jimenez et al., 2008).  

Estudios más recientes han puesto de manifiesto la fuerte correlación que 

existe entre las formas solubles oligoméricas de Aβ, las deficiencias cognitivas, y la 

pérdida sináptica y neuronal asociadas a esta patología (Townsend et al., 2006; 

Knobloch et al., 2007; Shankar, 2007; Lesne et al., 2006; Hsieh, 2006; Lacor et al., 

2004; Lacor et al., 2007; Wei et al., 2010; Deshpande et al., 2006). De hecho, formas 

solubles oligoméricas de Aβ, obtenidas a partir del cerebro de pacientes con la 

enfermedad de Alzheimer o de modelos transgénicos, han mostrado capacidad para 

interrumpir los procesos de potenciación a largo plazo (LTP), aprendizaje y memoria 

en animales sanos (Shankar et al., 2008; Lesne et al., 2006). Sin embargo, los 

mecanismos moleculares por los que los oligómeros de Aβ median el desarrollo de 

estas alteraciones patológicas permanecen aún desconocidos en gran medida, y 

actualmente son objeto de numerosas investigaciones. En lo que respecta a la pérdida 

sináptica, se han descrito las formas oligoméricas de Aβ como ligandos para varios 

receptores post-sináptico como los receptores ionotrópicos de NMDA y AMPA o los 

metabotrópicos de glutamato mGluR. La unión de los oligómeros de Aβ a estos 

receptores en la terminal postsináptica origina su endocitosis y, por tanto la inhibición 

en la transmisión sináptica mediada por glutamato (Snyder et al., 2005; Hsieh, 2006), 

lo que finalmente puede incurrir en la degeneración sináptica (Maletic-Savatic et al., 

1999; Matsuzaki et al., 2004; Zhou et al., 2004).  

Por otra parte, la unión de los oligómeros de Aβ como agonistas a receptores 

ionotrópicos de NMDA y AMPA también puede mediar la muerte neuronal por 
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mecanismos de excitotoxicidad, al producir un aumento en la concentración de Ca2+ 

intracelular (Selkoe, 2001; Resende et al., 2007; Alberdi et al., 2010; Texido et al., 

2011). Los péptidos Aβ también pueden actuar como agonistas sobre otros receptores 

como el receptor de neurotrofinas p75, implicado en la muerte de las neuronas 

colinérgicas del encéfalo basal mediada por Aβ (Sotthibundhu et al., 2008). En este 

sentido, ya sea por el aumento en la concentración intracelular de Ca2+ mediada por 

los receptores de NMDA/AMPA, o por la activación de otros receptores de membrana 

como p75NTR, los oligómeros de Aβ podrían inducir la fosforilación de JNK (c-jun 

quinasa), que participa en la formación del apoptosoma y la transcripción de la 

caspasa-3 efectora, lo que finalmente terminaría en la apoptosis celular (Coulson, 

2006; Di et al., 2010).  

Del mismo modo, estas formas de Aβ también pueden actuar sobre las células 

gliales, induciendo la producción de factores proinflamatorios y citotóxicos como el 

factor de necrosis tumoral TNFα (White et al., 2005; Chen and Lipton, 2006; Floden 

and Combs, 2006; Jiao et al., 2008), que puede promover la muerte celular actuando 

sobre receptores de muerte (MacFarlane M and Williams AC., 2004) , o incrementando 

la excitotoxicidad mediada por los oligómeros de Aβ a través de receptores AMPA 

(Pickering et al., 2005; Stellwagen et al., 2005). Coincidiendo con estas evidencias, 

nuestro grupo ha descrito el efecto de los oligómeros solubles de Aβ sobre las células 

de la microglía. En este sentido, el fuerte incremento en formas oligoméricas de Aβ 

solubles a nivel extracelular que tiene lugar en los animales PS1xAPP de 18 meses es 

responsable de la activación de la microglía hacia un fenotipo clásico, caracterizado 

por la producción de TNFα, FASL y TRAIL, coincidiendo con la pérdida de neuronas 

principales hipocampales que acontece en nuestros animales viejos (Jimenez et al., 

2008). Además en este trabajo también mostramos una activación de la microglía 

asociada a los depósitos de Aβ fibrilar, con un fenotipo alternativo opuesto al clásico. 

Esta diferenciación alternativa acompaña a las placas desde edades tempranas y se 

caracteriza por la expresión del marcador de macrófagos YM1 (Edwards et al., 2006). 

Una reacción inflamatoria, como la mostrada por las células que manifiestan un 

fenotipo alternativo, podría explicar al menos en parte, la falta de concordancia que 

existe entre la acumulación de Aβ fibrilar y la ausencia de neurodegeneración a 

edades tempranas en nuestro modelo, así como en otros empleados en el estudio de 

esta patología. 

Las evidencias que ponen de manifiesto el efecto neurotóxico de las formas 

oligoméricas de Aβ son muy abundantes en la literatura, ya sea actuando directamente 
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sobre las neuronas o a través de las células gliales. Sin embargo, estas especies de 

Aβ también pueden unirse a receptores de membrana, como antagonistas, 

bloqueando la señalización intracelular necesaria para la supervivencia celular. Un 

ejemplo claro de esta acción es la unión de los oligómeros del péptido Aβ a receptores 

de insulina (Xie et al., 2002; Zhao et al., 2008; Zhao et al., 2009). En este sentido, 

tanto el péptido β-amiloide como la insulina muestran un alto grado de homología en 

algunos dominios de su estructura terciaria (Turnell and Finch, 1992), lo que además 

determina que ambos sean sustratos de la enzima implicada en la degradación de 

insulina (IDE) (Kurochkin, 1998). Esto podría explicar la afinidad del péptido β-amiloide 

por unirse a estos receptores. En este contexto, las deficiencias en la señalización 

mediada por los receptores de insulina e IGF-1 han sido asociadas al desarrollo de la 

AD (Cole and Frautschy, 2001). Además, el bloqueo producido por los péptidos Aβ de 

la señalización mediada por insulina, podría estar implicado en la resistencia a insulina 

que se ha asociado al desarrollo de la AD (Moloney et al., 2010), y apoyaría las 

evidencias que sustentan que la AD podría ser clasificada como una diabetes tipo III 

(Hoyer, 1998; Eric et al., 2005).  

Coincidiendo con estas evidencias, en este trabajo hemos mostrado in vitro: i) 

el efecto agonista que presenta el péptido sAPPα sobre los receptores de, al menos, 

insulina e IGF-1, activando la vía pro-supervivencia PI3K-AKT-GSK-3β; y ii) el efecto 

antagonista de los oligómeros de Aβ sobre esta vía, interrumpiendo la señalización 

prosupervivencia mediada por neurotrofinas (incluido sAPPα) (Townsend et al., 2007). 

En este sentido, nuestros animales PS1xAPP jóvenes mostraron un fuerte incremento 

en la fosforilación de GSK-3β, coincidiendo con la alta concentración de sAPPα y la 

escasa muerte neuronal observada en estos animales. Sin embargo, los animales 

PS1xAPP viejos mostraron un descenso significativo en la fosforilación de GSK-3β con 

respecto a los WT, coincidiendo con un fuerte incremento en la concentración formas 

oligoméricas de Aβ asociado a la edad y a la muerte de neuronas principales 

hipocampales. Dado el papel central que juega GSK-3β en el desarrollo de la AD 

(Balaraman et al., 2006), el estado de neuroprotección que muestran los animales 

jóvenes podría estar mediado en parte por la inhibición de GSK-3β, mientras en los 

animales viejos el incremento en la actividad de esta quinasa estaría contribuyendo al 

estado de neurodegeneración.  

Con respecto al posible papel neuroprotector de APPα soluble, es destacable 

que la activación de los receptores de insulina e IGF-1 mediada por este péptido se 

produce a concentraciones relativamente bajas (rango nM) (Jimenez et al., 2011). 
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Como consecuencia de la activación de la vía PI3K/AKT, el efecto del péptido sAPPα 

sobre la fosforilación de GSK-3β in vitro sugiere que la inhibición de GSK-3β, 

observada en los animales jóvenes PS1xAPP, puede producir un incremento en la 

expresión del factor anti-apoptótico bcl-2 (Jimenez et al., 2011; Karlnoski et al., 2007). 

Estos efectos podrían explicar el estado de neuroprotección aparente de los animales 

PS1xAPP durante la mayor parte de su vida, aun presentando gran número de placas 

del β-amiloide desde edades tempranas (Blanchard et al., 2003). Por otra parte, en 

este modelo al igual que en muchos otros similares, la alta concentración de sAPPα 

debe ser consecuencia de la sobre-expresión de la proteína APP humana transgénica. 

Por lo tanto, los resultados mostrados en este trabajo podrían explicar, al menos en 

parte, por qué la mayoría de los modelos animales utilizados en el estudio de la AD no 

muestran ni hiperfosforilación de la proteína tau ni la fuerte pérdida neuronal que 

acompaña a la enfermedad; o bien, por qué la presentan exclusivamente en edades 

avanzadas (Wong et al., 2002). Sin embargo, no todos los modelos presentan un 

aumento en la fosforilación de GSK-3β (Masliah et al., 1997; Malm et al., 2007), 

posiblemente en algunos casos debido a la baja expresión del transgén APP, aunque 

no podemos descartar que otros mecanismos moleculares puedan mediar este efecto 

neuroprotector. En consecuencia, este aparente efecto neuroprotector debe ser 

inherente a la sobre-expresión de la proteína precursora de Aβ que, por otra parte, es 

necesaria para que tenga lugar la producción de péptidos Aβ y la aparición de placas 

en la mayor parte de los modelos animales utilizados para el estudio de la 

enfermedad. 

Otros factores solubles presentes en el medio extracelular como IGF-1, 

insulina, otras neurotrofinas, e incluso el péptido Aβ monomérico (Giuffrida et al., 2009) 

podrían participar en este efecto neuroprotector. Sin embargo, no hemos detectado Aβ 

monomérico extracelular soluble en los animales jóvenes PS1xAPP y nuestros 

resultados en cultivos de células N2a muestran una reversión prácticamente total 

sobre la fosforilación de GSK-3β tras la depleción de sAPPα del medio de 

estimulación. Esto implica que sAPPα debe ser el principal factor implicado en este 

efecto sobre la fosforilación de GSK-3β, si no el único.  

En conclusión, el incremento en la fosforilación de GSK-3β, junto con la 

respuesta inflamatoria neuroprotectora asociada al fenotipo alternativo de la glía 

podrían justificar la escasa pérdida neuronal observada en nuestro modelo PS1xAPP 

en las edades más tempranas. En este sentido, estrategias terapéuticas basadas en 
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estas evidencias podrían constituir posibles tratamientos efectivos para frenar la 

neurodegeneración de la AD (Kojro et al., 2006; Copanaki et al., 2010). 

El efecto antagonista de las formas oligoméricas de Aβ sobre la vía PI3K-AKT-

GSK-3β resulta más interesante en lo que respecta a la AD. Aunque los datos 

presentados en este trabajo no demuestran una asociación directa entre los 

oligómeros de Aβ y la inhibición de la fosforilación de GSK-3β in vivo, de los datos in 

vitro podemos postular que el incremento en la concentración de Aβ oligomérico debe 

ser responsable del bloqueo de esta vía de señalización en los animales de 18 meses. 

En estos animales, la disminución en la fosforilación de GSK-3β debe traducirse en un 

incremento en la actividad quinasa de esta enzima como sugiere el incremento en la 

razón fosfo/total β-catenina con respecto a los anímales jóvenes, que conlleva su 

degradación (Liu et al., 2002), así como el aumento en la fosforilación de tau en 

epítopos reconocidos por los anticuerpos AT8 y AT100 (Zheng-Fischhofer et al., 1998). 

En congruencia con un aumento en la actividad enzimática de GSK-3β, también 

hemos encontrado un aumento en la expresión de los factores pro-apoptóticos Bim y 

Bad en los animales viejos (Jiménez et al., 2011). La expresión de estas proteínas se 

encuentra ligada a la actividad de GSK-3β y regula la vía intrínseca de la apoptosis  

(Scali et al., 2006; Hongisto et al., 2003; Lonze and Ginty, 2002). Por lo tanto, los 

resultados mostrados en este trabajo sugieren que el efecto antagonista de los 

oligómeros de Aβ sobre la señalización de la vía PI3K-AKT-GSK-3β puede llevar a la 

muerte celular mediada por apoptosis.  

El efecto antagonista de los oligómeros de Aβ sobre los receptores de 

membrana que activan la vía PI3K-AKT-GSK-3β está apoyado por la inhibición de la 

fosforilación de GSK-3β mediada por NGF y BDNF, lo que sugiere que los oligómeros 

pueden bloquear la vía PI3K-AKT-GSK-3β uniéndose no solo a receptores de insulina 

o IGF-1, sino también a TrkA y TrkB (Jimenez et al., 2011). Este mecanismo podría 

explicar por qué se produce un descenso en la señalización trófica mediada por NGF 

durante el desarrollo de la AD (Capsoni et al., 2002; Capsoni et al., 2010; Houeland et 

al., 2010). Además, el efecto de los oligómeros de Aβ sobre la señalización de esta vía 

también puede estar mediado por su unión a otros receptores de membrana como 

p75NTR o NMDA (Decker et al., 2010; Knowles et al., 2009). La activación de estos 

receptores por los oligómeros de Aβ puede inducir la activación de JNK quinasa 

(Coulson, 2006), lo que podría interrumpir la señalización mediada por los receptores 

de insulina en otros puntos de la cascada de señalización (Ma et al., 2009). Este 



DISCUSIÓN 

- 186 - 

 

mecanismo también podría justificar la vulnerabilidad de las neuronas del sistema 

colinérgico en los enfermos de AD (Sotthibundhu et al., 2008). 

Coincidiendo con el bloqueo de las vía pro-supervivencia PI3K-AKT-GSK-3β, el 

incremento en la concentración de formas oligoméricas solubles de Aβ en el espacio 

extracelular también induce una respuesta inflamatoria citotóxica asociada al fenotipo 

clásico de las células microgliales. Por lo tanto, a parte de las evidencias bibliográficas 

que muestran el papel neurotóxico de estas formas de Aβ, en este trabajo mostramos 

además su relación con otros mecanismos moleculares implicados en la muerte 

neuronal. En consecuencia, los oligómeros de Aβ parecen ser agentes causantes de 

la neurodegeneración propia de la AD, y deberían ser tenidos en cuenta a la hora de 

desarrollar alternativas terapéuticas contra esta enfermedad.    

2. Caracterización de las formas solubles de Aβ oligomérico en el 
modelo PS1M146LxAPP751-SL. 

En el desarrollo de este trabajo hemos denominado formas solubles de Aβ (ó 

ADDLs) a todas aquellas que se mantienen en solución tras centrifugación a 100.000 g 

en medio acuoso. Estas especies normalmente contienen desde 2- hasta 24- unidades 

(entre 8 y 100 KDa aproximadamente) (Glabe, 2008), aunque también se han aislado 

oligómeros de mayor peso molecular, 150-700 KDa, en pacientes con la enfermedad 

(ASPD: amylospheroids) (Noguchi et al., 2009).  

Nuestros resultados muestran la presencia de formas oligoméricas solubles de 

distintos pesos moleculares (24, 47, 57, 90, 96 KDa) que, a priori, podrían clasificarse 

como oligómeros de 6, 10, 12, 20 y 22-mer resistentes a SDS en la fracción de 

proteínas solubles (S1) de los animales viejos PS1xAPP. La identidad de estos 

oligómeros ha sido confirmada utilizando el anticuerpo A11 (sólo reconoce oligómeros 

de relativamente alto peso molecular (Kayed et al., 2007) en ensayos de 

inmunoprecipitación, seguidos de WB empleando 6E10. Además, teniendo en cuenta 

la metodología empleada para su aislamiento, podemos suponer que la mayor parte 

del péptido Aβ identificado en estas muestras debe estar localizado extracelularmente. 

En este sentido, oligómeros de Aβ similares a los mostrados en este trabajo, y más 

concretamente hexámeros, nonámeros y dodecámeros (Aβ*56) también se han 

mostrado previamente en los extractos de proteínas solubles obtenidos de animales 

transgénicos y de enfermos de AD (Gong et al., 2003; Lesne et al., 2006; Cheng et al., 

2007; Sherman and Lesne, 2011). Por el contrario, bajo nuestras condiciones 

experimentales no hemos conseguido detectar Aβ monomérico u oligómeros de bajo 
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peso molecular (dímeros, trímeros o tetrámeros) en nuestros extractos de proteínas 

solubles (S1) mediante WB, ni siquiera empleando inmunoprecipitación con 6E10.  

El hecho de que los oligómeros de Aβ presentes en las muestras S1 migren en 

gel desnaturalizante (SDS-PAGE) sin que aparezcan monómeros u oligómeros de bajo 

peso molecular, demuestra la resistencia de estas formas oligoméricas al detergente 

SDS (Rangachari et al., 2007). De modo similar, la presencia de oligómeros de Aβ 

resistentes a SDS, a urea y ácido fórmico ha sido previamente descrita en pacientes 

de AD (Kuo et al., 1996; Roher et al., 1996). Estas evidencias sugieren que los 

oligómeros de Aβ presentes en los enfermos de AD y en modelos como el nuestro 

podrían presentar enlaces covalentes, lo que justificaría su estabilidad en medios 

desnaturalizantes. En este sentido, se ha propuesto que la oxidación mediada por 

cobre de los residuos de tirosina e histidina de los péptidos Aβ puede promover la 

unión covalente de los péptidos Aβ entre sí (Atwood et al., 2003). En los enfermos de 

AD, la concentración de iones Cu2+ y el estrés oxidativo están incrementados (Squitti R 

et al., 2004; Zhu et al., 2005), y por lo tanto, estos enfermos presentan un micro-

ambiente celular propicio para que tenga lugar la estabilización de las formas 

oligoméricas mediante unión covalente de los péptidos Aβ. En nuestro modelo, no 

hemos evaluado directamente el daño oxidativo o la concentración de iones de cobre. 

Sin embargo, a juzgar por los cambios en la fosforilación de GSK-3β que hemos 

descrito en los animales viejos PS1xAPP, también es posible que exista un incremento 

en la concentración de especies reactivas de oxigeno durante el envejecimiento 

(Valerio et al., 2011). En este sentido, el posible estrés oxidativo en nuestros animales 

viejos también podría mediar la estabilización de los oligómeros de Aβ mediante la 

formación de enlaces covalentes entre los péptidos agregados, lo que justificaría la 

resistencia a SDS. Esta hipótesis está apoyada por evidencias recientes que muestran 

cómo el tratamiento con clioquinol (quelante de metales) reduce la concentración 

efectiva de iones metálicos y la agregación de Aβ en forma de placas en un modelo de 

la enfermedad similar al nuestro (Grossi et al., 2009). Esta evidencia sugiere que los 

metales, como el Cu2+, juegan un papel en la estabilización de los agregados de Aβ. 

Además, este trabajo también muestra una mejora en los déficits cognitivos de los 

animales tratados, lo que indica que la reducción en la agregación también debe 

producirse a nivel de los oligómeros solubles, y no sólo de las placas, ya que son 

estos los que guardan mejor relación con las alteraciones cognitivas (discutido en el 

apartado anterior). 
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Por otra parte, nuestros animales muestran, al menos a nivel intracelular, una 

proporción aproximada de Aβ42:Aβ40 de 4:1 en congruencia con la presencia de las 

mutaciones en APP (London) y PS1 (M146L) localizadas en el dominio donde tiene 

lugar el procesamiento γ-secretasa (Xia, 1997; Bentahir et al., 2006; Tan et al., 2008). 

En este sentido, se ha descrito que Aβ42, a diferencia de Aβ40, oligomeriza 

mayoritariamente en forma de hexámeros y pentámeros como estructuras más 

estables, a partir de las cuales se forman los agregados de mayor tamaño (Bitan et al., 

2003; Bernstein et al., 2005). Coincidiendo con esta evidencia, la forma oligomérica de 

menor peso molecular detectada mediante WB en nuestras muestras de proteínas 

solubles corresponde a un oligómero de 24 KDa, que coincide con un hexámero. Por 

lo tanto, los hexámeros podrían ser en nuestro modelo las estructuras básicas para la 

formación de agregados mayores. Como ya hemos mencionado anteriormente, los 

agregados de Aβ solubles encontrados en nuestras muestras serían compatibles con 

oligómeros de 10, 12, 20 y 22-mer. Según este modelo, los oligómeros de 12-mer y 

24-mer podrían ser el resultado de la asociación de 2 o 4 hexámeros respectivamente 

(Bernstein et al., 2009). Sin embargo, en el caso de los oligómeros de 10-mer o 20-

mer no podríamos explicarlo de este modo puesto que en estas muestras no hemos 

encontrado aparentemente ningún oligómero compatible con un pentámero (de 

acuerdo con la movilidad relativa calculada tras electroforesis). En este sentido, es 

posible que las formas oligoméricas 10- y 20-mer puedan corresponder realmente a 

oligómeros 12- y 22-mer que podrían presentar mayor movilidad relativa. Para explicar 

este cambio en la movilidad relativa dentro del mismo oligómero podríamos atender a 

un aumento en la proporción de Aβ40 presente o en las formas truncadas en el 

extremo N- terminal de Aβ42 (Bitan et al., 2003), o bien a diferentes conformaciones 

adquiridas dentro del propio oligómero en función de los péptidos que lo componen 

(Zheng et al., 2008).   

Actualmente existe mucha discrepancia a la hora de describir las formas 

oligoméricas solubles de Aβ aisladas a partir de tejidos de modelos de la enfermedad 

o de los propios enfermos. Un ejemplo de esta discrepancia se presenta en los 

resultados mostrados en este y otros trabajos (Gong et al., 2003; Lesne et al., 2006), 

frente a los mostrados por Selkoe y colaboradores. Estos últimos autores implican a 

las formas monómericas y diméricas de Aβ como las principales, si no las únicas, 

formas de Aβ soluble aisladas de pacientes con AD (Walsh et al., 2000; Shankar et al., 

2008; Mc Donald et al., 2010). En este sentido, la falta de consenso en los 

procedimientos y en los anticuerpos empleados a la hora de estudiar los oligómeros 

solubles de Aβ podría ser la principal causa implicada en estas discrepancias (Krafft 
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and Klein, 2009). Evidencias recientes han mostrado la ausencia total de formas 

oligoméricas de alto peso molecular en los extractos de proteínas solubles obtenidos 

de pacientes de AD (Shankar et al., 2008; Mc Donald et al., 2010). Sin embargo, es 

posible que la metodología empleada en estos trabajos no sea adecuada para la 

detección de dichas formas oligoméricas de alto peso molecular. En este sentido, 

estos mismos autores muestran oligómeros compatibles con 6-mer y superiores 

cuando emplean anticuerpos que reconocen el extremo N-terminal (en lugar del C-

terminal) del péptido Aβ para el aislamiento de los oligómeros solubles (Shankar et al., 

2008; ver información complementaria). En definitiva, evidencias como ésta sugieren 

que ciertos epítopos podrían ser de difícil acceso a los anticuerpos dentro de la propia 

estructura geométrica adoptada por las formas oligoméricas de alto peso molecular en 

un medio no desnaturalizante. Siguiendo este razonamiento, el empleo de anticuerpos 

contra distintos epítopos del β-amiloide o contra epítopos conformaciones (como A11 y 

Nu-1) supone posiblemente una de las mejores opciones a la hora de abordar el 

estudio de las formas oligoméricas solubles de Aβ. 

La mayor parte de los estudios de este tipo, tanto en modelos animales de la 

enfermedad semejantes al nuestro, como en pacientes de la AD, muestran 

generalmente la presencia de Aβ monomérico y de oligómeros de bajo peso molecular 

(Walsh et al., 2000; Lesne et al., 2006; Shankar et al., 2008; Mc Donald et al., 2010), 

que nosotros hemos sido incapaces de detectar en nuestros extractos de proteínas 

solubles (S1). En este trabajo hemos mostrado la presencia de Aβ monomérico 

intracelular en sinaptosomas de animales de 18 meses, así como de monómeros y 

oligómeros de bajo peso molecular en extractos de proteínas de membrana 

solubilizados con detergentes a partir de los 6 meses de edad (ver apartado 5 de 

resultados). El Aβ monomérico extraído con detergentes posiblemente tiene origen en 

los depósitos de Aβ extracelulares (Caballero et al., 2007). Por lo tanto, es posible que 

la adición de detergentes en el medio de homogenización de los tejidos pueda 

promover tanto la liberación de los péptidos Aβ vesiculados en sinaptosomas como 

una extracción parcial de los mismos de las placas. Otros trabajos que emplean un 

modelo similar al nuestro apoyan esta idea, ya que han descrito la presencia de 

monómeros y oligómeros de bajo peso molecular junto con oligómeros de 6-, 9- y 12-

mers tras la adición de concentraciones bajas de detergentes (SDS 0.1%; NP-40 

0.01%) al buffer de homogenización (Lesne et al., 2006).  

 Por otra parte, en base a nuestros resultados también pensamos que las 

condiciones de homogenización de los tejidos pueden ser determinantes y pueden 
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llevar a la contaminación de los extractos de proteínas solubles con Aβ monomérico 

procedente de placas. En este sentido, nosotros también hemos mostrado, 

previamente a este trabajo,  Aβ monomérico en los extractos de proteínas solubles 

(S1) tras empelar una proporción 1:5 tejido:tampón de homogenización (Jimenez et al, 

2008). De forma similar, otros autores también han empleado esta metodología y han 

mostrado la presencia de formas monoméricas y diméricas de Aβ en los extractos de 

proteínas solubles obtenidas mediante ultra-centrifugación (Shankar et al., 2008; Mc 

Donald et al., 2010). En nuestro caso, el cambio en la proporción de 1:5 a 1:20 

(tejido:medio de homogenización) originó los resultados mostrados en este trabajo, 

donde aparentemente no hemos encontrado formas monoméricas u oligómeros de 

bajo peso molecular. Estos resultados sugieren que una alta concentración de 

membranas en el medio tras la homogenización del tejido podría incurrir en una 

precipitación menos eficiente de los péptidos de Aβ insolubles procedentes de las 

placas. De estas evidencias podemos concluir que el procedimiento seguido en el 

aislamiento de estas muestras puede influir de forma drástica en las formas de Aβ 

detectadas en los extractos de proteínas solubles, y podría explicar en parte las 

discrepancias encontradas este sentido entre nuestros resultados y otros mostrados 

en la literatura.   

En conclusión, los datos actualmente presentes en la literatura sobre las 

especies oligoméricas solubles de Aβ que participan en el desarrollo de la AD son 

abundantes y muy diferentes. En el caso de los estudios en cultivos celulares y 

animales de experimentación estas causas podrían estar justificadas en base a la 

naturaleza de las muestras de partida. Sin embargo, cuando comparamos modelos de 

la enfermedad similares o muestras procedentes de los propios enfermos, estas 

discrepancias resultan en cierto modo incomprensibles y en gran medida deben ser 

consecuencia de las diferencias metodológicas a la hora de abordar el estudio, más 

que a las muestras per sé.   

Finalmente, debemos prestar atención a la relación entre la estructura de los 

oligómeros y los mecanismos de patogénesis. En este trabajo, hemos demostrado que 

los oligómeros de Aβ pueden inhibir la vía PI3K-AKT-GSK-3β. Puesto que nuestras 

muestras presentan solamente oligómeros de alto peso molecular (de 6-mer hasta 22-

mer), podemos proponer que este efecto debería esta mediado específicamente por 

estas formas de Aβ. Del mismo modo, un efecto de inhibición sobre la señalización 

similar al mostrado en este trabajo ha sido previamente descrito por Towsend et al., 

2007. Sin embargo, en este caso el efecto viene dado por oligómeros de bajo peso 
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molecular (dímeros, trímeros y tetrámeros) obtenidos a partir de cultivos celulares. 

Además, otros evidencias en la literatura muestran que super-agregados solubles de 

Aβ (ASPD) presentes en enfermos de AD, también son capaces de inducir la actividad 

de GSK-3β in vivo (posiblemente a través del eje PI3K-AKT-GSK-3β) (Noguchi et al., 

2009; Hoshi et al., 2003). Por lo tanto, es posible que distintas formas de agregación 

de Aβ puedan mediar este efecto, lo que sugiere que distintos oligómeros de Aβ 

independientemente del tamaño podrían presentar estructuras patológicas y 

mecanismos de acción comunes (Kayed et al., 2003).  

3. Mecanismos moleculares y celulares implicados en el aumento de Aβ 
oligomérico asociado al envejecimiento. 

En la segunda mitad de este trabajo hemos abordado los mecanismos 

moleculares y celulares implicados en el aumento de la concentración de los 

oligómeros solubles de Aβ durante el envejecimiento de los animales PS1xAPP. En 

este sentido, la proporción ~4:1 de Aβ42:40 detectada, al menos a nivel intracelular, 

ha sido descrita como una condición idónea donde la nucleación de formas 

oligoméricas de Aβ tiene lugar tan rápido como si se tratara de Aβ42 puro. Además, 

esta razón requiere mayor tiempo para formar fibras que Aβ42 puro o que las mezclas 

enriquecidas en Aβ40, lo que justifica que la mayoría de los péptidos de Aβ se 

presenten como oligómeros solubles, más que como fibras (Kuperstein et al., 2010). 

En este sentido, también se ha descrito que las formas monoméricas y oligoméricas 

del péptido Aβ mantienen un equilibrio continuo en condiciones fisiológicas 

(Narayanan and Reif, 2005). Teniendo en cuenta estas evidencias, nuestra hipótesis 

inicial proponía que un aumento en la producción de Aβ asociado a la edad, podría 

desplazar este equilibrio dando lugar a una mayor concentración de agregados 

solubles de Aβ en los animales viejos, y como consecuencia a la progresión de la 

patología según la teoría de la cascada del β-amiloide (Hardy and Selkoe, 2002).  

De acuerdo con nuestra propuesta inicial, en este trabajo hemos demostrado 

que los animales viejos PS1xAPP presentan un aumento en la concentración de los 

sustratos de la vía (APP-FL y C99) y una mayor actividad β- y γ-secretasa que los 

animales jóvenes. En congruencia con este incremento en la actividad secretasa, 

también hemos mostrado una fuerte acumulación de Aβ a nivel extra- e intracelular. El 

aumento en la actividad β-secretasa en nuestro modelo, viene precedido por una 

acumulación en la forma madura de BACE-1 que, aparentemente, no guarda relación 

con la expresión a nivel transcripcional del gen, en concordancia con otros resultados 

en enfermos y otros modelos de la enfermedad (Zohar et al., 2005; Hebert S. et al., 
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2008). En consonancia con el aumento en la actividad β-secretasa, la actividad γ-

secretasa también experimenta un incremento asociado al envejecimiento en animales 

PS1xAPP. Nuestros resultados sugieren que este incremento de actividad γ-secretasa 

debería ser consecuencia no solo del aumento de C99, sino también de la 

acumulación del complejo γ-secretasa maduro, a juzgar por el incremento en PS1-CTF 

en los animales viejos (Placanica et al., 2009; Laudon et al., 2004). Al igual que en el 

caso de BACE, la acumulación de PS1-CTF no se acompaña de cambios significativos 

en la expresión transcripcional del transgén PS1 humano. En conjunto, los cambios en 

la actividad secretasa mostrados en nuestro modelo están precedidos aparentemente 

por una acumulación tanto de los sustratos, como de las enzimas implicadas en la vía, 

lo que podría explicar, al menos en parte, la acumulación de Aβ ligada al 

envejecimiento de nuestro modelo. 

Los mecanismos moleculares que llevan al incremento en la forma madura de 

BACE y el consiguiente incremento en la actividad β-secretasa están actualmente en 

debate. En este sentido, se ha propuesto que el incremento en la forma madura de 

BACE-1 se produce como consecuencia de la estabilización de la proteína. Por otra 

parte, también se ha propuesto que el incremento en la eficiencia transcripcional del 

mRNA maduro podría determinar el aumento en la forma madura de BACE. En ambos 

casos, se produce el incremento en los niveles de la forma madura y en la actividad β-

secretasa, sin que tengan lugar cambios en la expresión del gen (Tesco et al., 2007; 

Hebert S. et al., 2008; O'Connor et al., 2008). Alternativamente a estas evidencias, en 

este trabajo mostramos que las alteraciones (deficiencias) en el transporte axonal y/o 

en la autofagia que se producen en nuestro modelo también podrían justificar el 

aumento de la actividad β- y γ-secretasa.  

En este contexto, en los resultados de este trabajo hemos mostrado que 

nuestros animales PS1xAPP presentan una fuerte acumulación de vesículas 

autofágicas con respecto a WT, y durante el proceso de envejecimiento. De hecho, 

parece existir una relación entre la acumulación de vesículas y la estimulación 

dependiente de la edad de la ruta amiloidogénica en estos animales, de acuerdo con 

algunas evidencias como:  

i) La acumulación de los sustratos de la vía APP/APP-CTFs tiene lugar 

preferentemente en las neuritas distróficas que rodean las placas de β-

amiloide, coincidiendo con la localización intracelular donde tiene lugar 

la acumulación de las vesículas autofágicas. Además, evidencias 

reportadas por otros autores muestran que  BACE-1 y PS1 también se 
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acumulan en estas distrofias en modelos similares al nuestro (Yu et al., 

2005; Zhao et al., 2007; Zhang et al., 2009).  

ii) APP-FL y C99, así como BACE-1 y PS1-CTF se acumulan en una 

fracción de proteínas de membrana resistentes a CHAPS, junto con el 

marcador de vesículas autofágicas LC3-II (Kaganovich et al., 2008).  

iii) La mayor parte de APP-FL y C99 presente en microsomas muestra una 

co-localización estadísticamente significativa, en el mismo rango de 

densidad, que LC3-II y que el marcador de vesículas autofágicas 

maduras Rab-7.  

iv) La mayor parte de APP-FL, C99 y Aβ acumulados a nivel intracelular se 

localizan en una fracción enriquecida en vesículas autofágicas obtenida 

mediante centrifugación diferencial en gradiente de densidad.  

En conjunto, todas estas evidencias sugieren que el incremento en la actividad 

enzimática, implicada en la producción de Aβ, podría estar directamente ligado a la 

acumulación de vesículas autofágicas durante el proceso de envejecimiento de los 

animales PS1xAPP.  

Nuestro modelo presenta acumulación de vesículas no sólo en neuritas 

distróficas, sino también en las terminales sinápticas, desde edades tempranas (3-4 

meses), que evolucionan progresivamente durante el envejecimiento de los animales 

(ver también Blanchard et al., 2003; Boutajangout et al., 2004; Baglietto-Vargas et al., 

2010). Coincidiendo con esta acumulación en distrofias y terminales sinápticas, 

también hemos mostrado que la acumulación de los precursores de Aβ y del propio β-

amiloide no se distribuye igual entre microsomas y sinaptosomas como consecuencia 

de las alteraciones del tráfico vesicular. APP-FL, y especialmente C99, se encuentran 

más concentrados en microsomas, coincidiendo con la intensa inmunotinción que 

aparece en las neuritas distróficas en torno a placas, y en congruencia con los datos 

reportados tras la ligación del nervio ciático en otros modelos animales (Lee et al., 

2005). Por el contrario, el péptido Aβ se acumula mayormente en sinaptosomas (ver 

también Fein et al., 2008), en concordancia con la literatura que muestra que la 

producción de β-amiloide debe tener lugar preferentemente a nivel sináptico (Cirrito et 

al., 2005; Cirrito et al., 2008). A esta segregación en la distribución de los precursores 

y del propio péptido β-amiloide, se suma que BACE-1 y PS1-CTF presentan una 

distribución similar entre microsomas y sinaptosomas, independientemente de la edad 
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estudiada (ver también Kasa et al., 2001; Papp et al., 2002). En conclusión, estos 

resultados sugieren que la actividad β- y γ-secretasa debe tener lugar en las vesículas 

transportadas a lo largo de los axones y, en consecuencia, en todas aquellas 

acumuladas tras la disfunción del tráfico vesicular en el neuropilo. A su vez, estos 

resultados sugieren que la disfunción del tráfico vesicular que aparece de forma 

progresiva en nuestro modelo debe tener como consecuencia la acumulación 

preferente del los precursores en la región axonal proximal y del péptido Aβ en la 

región axonal distal a los cuerpos neuronales.  

En relación con las posibles causas que podrían llevar a una disfunción del 

tráfico vesicular durante el proceso de envejecimiento en los animales PS1xAPP, en 

este trabajo hemos mostrado que: i) la fosforilación de la proteína asociada a 

microtúbulos tau está incrementada y tiene lugar preferentemente en las neuritas 

distróficas que aparecen en torno a las placas; ii) la cadena pesada de la proteína 

motora kinesina-1 sufre una degradación progresiva; y iii) existe una la pérdida del 

neurofilamento no fosforilado, que desemboca en la hiperfosforilación de estos 

componentes del citoesquelo axonal.  

En este sentido, ha sido descrito que el transporte de la proteína APP en 

vesículas a través de los axones tiene lugar a través de microtúbulos y por mediación 

de la proteína motora kinesina-1 (Muresan et al., 2009). Podemos por tanto deducir 

que la hiperfosforilación de tau y la degradación de kinesina-1 podrían estar mediando 

la acumulación de vesículas que contienen APP, y posiblemente la estimulación de la 

vía amiloidogénica en nuestro modelo durante el envejecimiento. En esta línea, tanto 

kinesina-1 como tau son sustratos de GSK-3β (Lazarov et al., 2007; Decker et al., 

2010), por lo que la activación de GSK-3β que se produce en los animales viejos 

PS1xAPP, podría llevar a la fosforilación de estas proteínas. En este sentido, la 

fosforilación de tau induciría su desacoplamiento de los microtúbulos (Hernandez and 

Avila, 2007), y la fosforilación de kinesina-1 conllevaría su desacoplamiento de las 

vesículas transportadas y, por consiguiente, a su degradación (Li et al., 1999). Sin 

embargo, los problemas de transporte axonal en nuestro modelo aparecen desde 

edades tempranas, coincidiendo con un aumento moderado en la fosforilación de tau 

(reconocido por AT-8) y cierta degradación de la cadena pesada de kinesina en los 

animales de 6 meses. Por lo tanto, si bien en las edades más avanzadas la activación 

de GSK-3β podría jugar un papel en la disfunción del transporte axonal induciendo la 

fosforilación de kinesina y tau, parece poco probable que participe en los animales 

jóvenes PS1xAPP en los que GSK-3β se encuentra aparentemente inhibida. Aunque, 
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alternativamente, la activación de GSK-3β también podría producirse localmente, a 

nivel de las distrofias, afectando a áreas muy concretas en los axones neuronales, y 

pasando desapercibida a nuestras técnicas de detección. 

Otros posibilidades han sido propuestas para explicar la disfunción axonal, 

como la activación de la caseína quinasa 2 por Aβ oligomérico intracelular, ya que las 

cadenas pesadas y ligeras de kinesina-1 son sustratos de esta quinasa (Pigino et al., 

2009). Sin embargo, la concentración de formas oligoméricas detectadas (en 

sinaptosomas) es muy baja en los animales de 6 meses, siendo prácticamente 

indetectable incluso empleando inmunoprecipitación a partir de una cantidad 

considerable de proteína de partida. Por lo tanto, nuestros resultados no otorgan 

demasiada importancia al péptido Aβ intracelular oligomérico como una posible causa 

de la disfunción en el tráfico vesicular en los animales jóvenes, aunque sí podría 

activar la caseína quinasa en los animales viejos, en los que existe una fuerte 

acumulación intracelular de Aβ.  

Del mismo modo, recientemente también se ha descrito que los oligómeros de 

Aβ, localizados a nivel extracelular, pueden inducir la formación de distrofias en 

cultivos primarios de neuronas hipocampales a través del receptor p75NTR (Knowles 

et al., 2009). Este efecto podría estar mediado por una baja concentración de péptidos 

Aβ en el espacio extracelular (del rango de nM) (Susen and Blöchl, 2005). 

Coincidiendo con estas evidencias, en este trabajo hemos detectado Aβ soluble en las 

fracciones S1 de los animales PS1xAPP de 6 meses (en un rango pM) y la presencia 

de oligómeros de Aβ reconocidos por el anticuerpo específico A11. Por lo tanto, estos 

resultados sugieren que un mecanismo como éste podría mediar la formación de 

distrofias en los axones desde edades tempranas en nuestro modelo. Por otro lado, la 

fuerte asociación física que muestra la aparición y progresión en el número de 

distrofias axonales en torno a los de depósitos amiloideos invita a pensar que los 

péptidos Aβ presentes en las placas podrían mediar la formación de distrofias en los 

axones (Meyer-Luehmann et al., 2008). Apoyando esta posibilidad, en el último 

apartado de resultados de este trabajo hemos mostrado que la fracción de Aβ 

insoluble presente en nuestro modelo desde edades tempranas, también presenta 

oligómeros de Aβ. Además, y en concordancia con este resultado, recientemente se 

ha descrito que ciertos lípidos de membrana presentes en el cerebro de forma 

fisiológica pueden revertir la agregación fibrilar del péptido β-amiloide a oligómeros 

solubles (Martins et al., 2008). Por lo tanto, la baja concentración de formas 

oligoméricas, detectadas en nuestro modelo en edades tempranas podría tener origen 
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en las placas y podría actuar a nivel local induciendo la aparición de distrofias en los 

axones circundantes a las placas. 

El papel que puede jugar el receptor de neurotrofinas p75 mediando el efecto 

de los oligómeros de Aβ en la formación de distrofias axonales está limitado por la baja 

expresión que presenta este receptor en la membrana de las neuronas hipocampales 

(Dr. A Gutierrez, resultados no publicados). Sin embargo, está apoyado por estudios 

adicionales que muestran, en un modelo de transgénico similar al nuestro y knock-out 

para p75NTR, una disminución significativa en la aparición de distrofias en neuronas 

hipocampales aun en presencia de una carga amiloide extracelular similar (Knowles et 

al., 2009). En este sentido, el mecanismo de acción intracelular por el cual la 

estimulación de p75NTR, mediada por Aβ oligomérico, podría inducir la formación de 

las distrofias aun no está bien definido. Sin embargo, podemos especular que la 

activación de JNK (c-Jun quinasa) (Coulson, 2006) podría inducir la fosforilación de la 

cadena pesada de kinesina-1 (Morfini et al., 2006; Morfini et al., 2009), que a su vez 

induciría el desacoplamiento de su carga y degradación (Li et al., 1999). Por otro lado, 

la unión como agonista del péptido Aβ oligomérico a p75 podría activar la vía Ras-

ERK, induciendo un crecimiento anormal de nuevas neuritas (Susen and Blöchl, 2005). 

Otras posibilidades podrían pasar por la activación de RhoA-GTPasa (Chacon et al., 

2010; Lin and Koleske, 2010). Sin embargo, no podemos descartar que otros 

receptores de membrana, así como otras vías de señalización intracelular, o efectos 

de los oligómeros sobre las propiedades de las membranas plasmáticas puedan 

mediar este efecto tóxico del β-amiloide. 

Otra cuestión abordada experimentalmente en este trabajo residía en conocer 

por qué la acumulación de vesículas autofágicas se acompaña de la acumulación de 

los precursores, y del péptido Aβ a nivel intracelular, sin que tenga lugar su 

degradación por enzimas lisosomales (Shinohara et al., 2010; Yang et al., 2011; 

Jaeger et al., 2010). Inicialmente, la alteración en el tráfico de vesículas que tiene lugar 

en nuestros nuestro modelo durante el proceso de envejecimiento podría ser razón 

suficiente para justificar que no exista fusión de las vesículas autofágicas acumuladas 

con lisosomas (Köchl et al., 2006). Sin embargo, existen evidencias en la literatura que 

muestran que la actividad de las enzimas lisosomales tiene lugar en los sitios celulares 

de acumulación de vesículas como las neuritas distróficas (Perez-Gracia et al., 2008). 

Por lo tanto, la acumulación de los factores implicados en la ruta amiloidogénica podría 

ser debido, no sólo a los defectos en el tráfico vesicular, sino también a las 

deficiencias en la degradación del contenido de las vesículas por parte de las enzimas 



DISCUSIÓN 

- 197 - 

 

lisosomales durante el proceso de envejecimiento de nuestros animales PS1xAPP 

(Cuervo and Dice, 2000; Butler D et al., 2006).  

En este sentido, varias evidencias en la literatura han descrito un papel para 

presenilina-1, independientemente del complejo γ-secretasa, en la degradación de 

proteínas por vía autofágica-lisosomal tanto in vivo como in vitro (Cataldo et al., 2004; 

Lee et al., 2010; Neely et al., 2011). Más concretamente, recientemente se ha atribuido 

a presenilina-1 la función de maduración de la subunidad V0a1 de la bomba de 

protones vesicular encargada de la acidificación lisosomal (Lee et al., 2010). En 

concordancia con estas evidencias, cultivos neuronales carentes de presenilina-1 

mostraron que esta deficiencia impide la degradación de telencefalina, e induce su 

acumulación en vesículas autofágicas (Esselens et al., 2004). Por tanto, la perdida de 

función de presenilina-1 podría repercutir en una acidificación insuficiente de los 

lisosomas, lo que posiblemente podría impedir la fusión de las vesículas autofágicas y 

los lisosomas (Yamamoto A et al., 1998; Peri and Nesslein-Volhard, 2008; Sobota et 

al., 2009), y esto a su vez repercutiría en la acumulación de las proteínas degradadas 

por esta vía.  

En contra de lo esperado en base a lo anteriormente expuesto, nuestro modelo 

(que porta la mutación M146L en presenilina-1) muestra un fuerte incremento en la 

forma madura de la subunidad V0a1 de la bomba de protones vesicular, con respecto 

a WT, a los 6 meses. En este sentido, nuestros resultados sugieren que este aumento 

podría corresponder a un incremento en la maduración de esta subunidad, ya que no 

hemos encontrado relación alguna con la expresión a nivel transcripcional. Por otra 

parte, este aumento en la forma madura de V0a1 coincide en los animales jóvenes con 

el incremento en la expresión de beclina 1 y de BAG3 (con respecto a BAG1), lo que 

sugiere que estos animales podrían presentar una estimulación del flujo autofágico y 

posiblemente de la degradación de proteínas por vía autofágica-lisosomal. Las causas 

subyacentes a esta inducción de la autofagia son actualmente desconocidas, aunque 

podemos suponer que podría tratarse de una respuesta compensatoria a la 

acumulación de vesículas que acontece en nuestro modelo desde edades tempranas. 

De hecho, bajo estas circunstancias es posible que una parte importante de las 

vesículas autofágicas acumuladas puedan fusionarse con lisosomas llevando a una 

degradación eficiente de su contenido y por lo tanto a la homeostasis del sistema 

(Perez-Gracia et al., 2008). Sin embargo, en contrapunto al incremento que mostraron 

la expresión de BAG3/BAG1 y beclina-1 también durante el envejecimiento, la forma 

madura de la subunidad V0a1 muestra un fuerte descenso en los animales PS1xAPP 
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viejos, lo que podría traducirse en una posible insuficiencia en la acidificación de los 

lisosomas en estos animales con respecto a los jóvenes. Esta aparente pérdida de 

capacidad podría acompañarse de una degradación por vía lisosomal menos eficiente 

que la que tendría lugar en los animales jóvenes, lo que posiblemente podría repercutir 

en la acumulación de las proteínas implicadas en la vía amiloidogénica (ver también 

Mueller-Steiner et al., 2006). En congruencia con esta hipótesis, la alcalinización in 

vitro de los lisosomas, empleando cloroquina, induce la acumulación de  APP-FL y 

APP-CTFs, así como de PS1-CTF (ver también Vingtdeux et al., 2007; Ohta K. et al., 

2010; Boland et al., 2010).  

Finalmente, los datos obtenidos en la expresión de BAG3/BAG1 y beclina-1 

sugieren que el flujo autofágico podría estar inducido durante el envejecimiento, no 

sólo en animales PS1xAPP, sino también en los WT. Sin embargo, aparentemente no 

hemos encontrado una acumulación de vesículas autofágicas en estos animales WT, 

lo que demuestra que la acumulación de vesículas que tiene lugar en los animales 

PS1xAPP durante el envejecimiento aparece como causa de alteraciones en el 

transporte axonal, y no como consecuencia de la estimulación de la autofagia. 

Además, estos datos estarían en congruencia con recientes hallazgos que muestran 

que la estimulación de la autofagia, per se, no conduce a la acumulación de APP/APP-

CTFs, sino que es necesario que haya un defecto en la ruta que lleve a la acumulación 

de las vesículas para que tenga lugar la acumulación de los precursores del β-amiloide 

(Boland et al., 2010).  

En conclusión, nuestros resultados apuntan a que la estimulación de la vía 

amiloidogénica asociada al envejecimiento de nuestro modelo acontece como causa 

de la acumulación de vesículas autofágicas. A su vez la acumulación de estas 

vesículas tendría lugar como: i) consecuencia de las deficiencias en el transporte 

vesicular axonal; ii) insuficiente fusión con lisosomas y iii) reducción de la capacidad 

lisosomal; lo que finalmente repercutiría en la acumulación de las proteínas 

funcionales implicadas en la vía amiloidogénica en estas vesículas. 

4. Acumulación de Aβ intracelular como posible origen de las formas 
oligoméricas solubles extracelulares.  

Como hemos comentado en el apartado anterior, condiciendo con la 

acumulación de vesículas, en nuestro modelo aparece una estimulación de la ruta 

amiloidogénica y un aumento en la concentración de Aβ a nivel intra- y extracelular. En 

este sentido, la acumulación de Aβ a nivel intracelular podría suponer una fuente de 
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formas oligoméricas de Aβ que podrían ser secretadas al medio extracelular donde 

ejercerían su acción citotóxica. Sin embargo, aunque las evidencias mostradas en este 

trabajo y otras reportadas en la literatura sugieren que el péptido Aβ se produce y 

acumula en vesículas autofágicas (Takahashi et al., 2004; Yu et al., 2005; Ma et al., 

2010), con la metodología empleada en este trabajo, no hemos conseguido demostrar 

que el péptido Aβ intracelular se encuentre compartimentalizado en vesículas 

autofágicas. En el caso de los microsomas, es posible que los resultados obtenidos 

correspondan a un artefacto consecuencia de las centrifugaciones de alta velocidad 

que empleamos en nuestros protocolos de fraccionamiento y que podrían llevar a la 

liberación del péptido inicialmente vesiculado. De hecho, otras evidencias presentes 

en la literatura abogan por esta posibilidad (Takahashi et al., 2004), y proponen que el 

péptido Aβ producido en las distrofias axonales podría constituir el núcleo en la 

formación de los depósitos extracelulares de Aβ (Zhang et al., 2009; Fiala, 2007;  

Gouras et al., 2005).  

Por otro lado, nuestros resultados han demostrado que la acumulación de Aβ 

en sinaptosomas es mayoritaria y corresponde principalmente a la forma monomérica, 

mientras que las formas oligoméricas se encuentran en muy baja concentración. 

Además, aun en menor concentración, el perfil de formas oligoméricas observado a 

nivel intracelular (sinaptosomas) y a nivel extracelular (S1), tras inmunoprecipitación 

con anticuerpos específicos, son muy similares entre sí. De hecho, aparentemente la 

única diferencia entre ambos es la presencia de Aβ monomérico en sinaptosomas. 

Estas evidencias sugieren que el péptido acumulado de forma intracelular podría ser 

secretado al medio extracelular, posiblemente desde las terminales sinápticas (Cirrito 

et al., 2005; Cirrito et al., 2008), y en menor grado, desde las distrofias que rodean los 

depósitos amiloideos (Zhang et al., 2009; Gouras et al., 2005). Por otra parte, teniendo 

en cuenta la fuerte acumulación de Aβ monomérico que tiene lugar en los 

sinaptosomas de los animales viejos, es muy posible que los oligómeros detectados 

sean producto de la oligomerization de estas formas monoméricas dentro de las 

propias vesículas. En este sentido, no hemos conseguido inmunoprecipitar formas 

oligoméricas de bajo peso molecular a partir de sinaptosomas empleando el 

anticuerpo 6E10, lo que sugiere que la concentración de Aβ monomérico presente en 

las vesículas podría llevar a un nivel de agregación exclusivamente en forma de 

oligómeros de alto peso molecular (Bitan et al., 2003; Bernstein et al., 2005). Sin 

embargo, sigue siendo una incógnita cómo el péptido Aβ, y en general el contenido 

acumulado y no degradado en vesículas autofágicas, podría ser secretado al medio 
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extracelular, aunque algunos autores han sugerido que podría ser en forma de 

exosomas (Rajendran et al., 2006; Sharples et al., 2008). 

En base a nuestros resultados, la prácticamente ausencia de Aβ monomérico 

en las fracciones S1 podría reflejar la alta eficiencia en los mecanismos de 

aclaramiento extracelulares. De esta forma, el péptido Aβ monomérico secretado 

podría ser agregado en placas, degradado a través de enzimas como IDE ó 

neprelisina, fagocitado por la glia o aclarado a través de la barrera hematoencefálica 

(Vardy et al., 2005; Zhao et al., 2009; Kong et al., 2010). Por el contrario, las formas 

oligoméricas podrían permanecer en el medio soluble debido a la ineficiencia de los 

sistemas celulares de aclaramiento contra el aumento en estas formas de Aβ (Walsh 

et al., 2002; Numata and Kaplan, 2010). En este sentido, la inhibición de la 

señalización intracelular mediada por los receptores de insulina e IGF-1, que tiene 

lugar en los animales viejos PS1xAPP, también podría inducir una ineficiente 

degradación de Aβ por estos sistemas de aclaramiento (Carro et al., 2002; Zhao et al., 

2009). Un mecanismo como éste podría explicar la ausencia de monómeros de Aβ en 

el medio extracelular y la baja concentración de oligómeros detectada en los 

sinaptosomas con respecto a la presente en el medio extracelular. Además la 

liberación de los péptidos Aβ al medio debería dar lugar a un efecto de dilución, lo que 

podría explicar la aparición del oligómero 6-mer exclusivamente en las fracciones S1 y 

no en sinaptosomas.   

Finalmente, aunque en este trabajo hemos propuesto un origen intracelular 

para la acumulación de oligómeros solubles de Aβ en el medio extracelular, no 

podemos descartar otras posibles fuentes de los mismos, como los depósitos 

extracelulares de Aβ (Koffie et al., 2009) o la microglía (Kiyota et al., 2009).  A este 

respecto, en animales viejos, los depósitos insolubles de Aβ presentan una parte más 

lábil (fácilmente solubilizable) que libera abundantes formas monoméricas y 

oligoméricas de Aβ. Este hecho coincide con el aumento de tamaño y cambio de forma 

observado en las placas de Aβ a los 18 meses (resultados no publicados; ver también 

Hefendehl et al., 2011). Por lo tanto, teniendo en cuenta que la mayor parte del péptido 

presente en placas sólo se solubiliza con SDS, es posible que esta fracción de Aβ 

corresponda a la parte más lábil de la placa, que podría liberar oligómeros durante el 

proceso de envejecimiento de los animales PX1xAPP. Sin embargo, si estos 

oligómeros se forman intrínsecamente en las placas, o corresponden a oligómeros de 

origen intracelular posteriormente agregados como fibras, es una incógnita.  



DISCUSIÓN 

- 201 - 

 

Por otra parte, y como ya hemos mencionado anteriormente, también podemos 

especular que la composición lipídica de las membranas podría cambiar durante el 

proceso de envejecimiento, lo que a su vez podría repercutir en la reversión de las 

formas fibrilares de Aβ a oligómeros solubles en los animales viejos PS1xAPP (Martins 

et al., 2008). Sin embargo, al menos en este trabajo, no hemos mostrado cambios en 

los niveles de colesterol, aunque esfingolípidos y fosfolípidos aun no han sido 

estudiados, y por lo tanto, es una posibilidad que queda abierta en este estudio. 

En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir un 

posible origen intracelular para las formas oligoméricas de Aβ, aunque no podemos 

descartar otras fuentes como las placas del β-amiloide o la microglía. En este sentido, 

es posible que la propia estructura de estas especies de Aβ (oligómeros de alto peso 

molecular) las haga inaccesibles a los mecanismos de aclaramiento que habitualmente 

son eficientes para las formas monoméricas (Walsh et al., 2002; Numata and Kaplan, 

2010), llevando finalmente a su acumulación en el medio extracelular. Finalmente, 

como ya hemos discutido previamente, la acumulación extracelular de estos 

oligómeros de Aβ estaría implicada en la reacción inflamatoria citotóxica y en la 

activación de GSK-3β que tiene lugar en nuestros animales PS1xAPP viejos. Por lo 

tanto, la acumulación de estas formas en el medio extracelular puede desencadenar la 

degeneración neuronal acaecida en estos animales por distintos mecanismos 

moleculares.  

5. Implicaciones de los los resultados obtenidos en el modelo 
transgénico PS1M146LxAPP751-SL en la patología humana. 

En consonancia con los resultados mostrados en nuestros animales, los 

enfermos de AD también presentan acumulación de vesículas autofágicas en neuritas 

distróficas, similar a la que hemos mostrado en nuestro modelo durante el 

envejecimiento (Nixon et al., 2005; Ma et al., 2010). En este sentido, aunque aún no 

hemos abordado en profundidad esta cuestión en muestras humanas, nuestros 

resultados preliminares también muestran una acumulación de APP-FL en estos 

enfermos. Sin embargo, no hemos encontrado aparentemente acumulación de APP-

CTFs en los enfermos de AD con respecto a controles de la misma edad, (ver también 

Russo et al., 2001; Sergeant et al., 2002), aunque sí observamos acumulación entre 

Braak II y Braak V-VI (ver también Hebert S. et al., 2008).  

Por otra parte, en lo que se refiere a la actividad secretasa, en los enfermos de 

AD también se ha descrito un aumento en la actividad β-secretasa y en la 
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estabilización de la proteína BACE-1 en distintas regiones cerebrales afectadas por la 

enfermedad, al igual que en nuestro modelo (Fukumoto et al., 2002; Sun et al., 2006; 

Miners et al., 2010; Ahmed et al., 2010). Sin embargo, las evidencias en la literatura 

que relacionan este incremento en la forma madura de BACE-1 con la acumulación de 

vesículas debido a deficiencias en el transporte en casos de la enfermedad son 

escasas. Por otro lado, si este aumento en la actividad β-secretasa se traduce en un 

incremento en la actividad γ-secretasa es en gran medida una incógnita, y existen 

pocas evidencias en la literatura que demuestren un incremento de este 

procesamiento en los enfermos de AD (Borghi et al., 2010).  

Por lo tanto, si bien los mecanismos propuestos en este trabajo podrían tener 

lugar también en los enfermos de AD, en los que también aparecen alteraciones del 

trafico vesicular, no todos las evidencias encontradas en el modelo aparecen en los 

enfermos, o bien no han sido descritas. De hecho, nuestras investigaciones más 

recientes centran el mismo estudio desarrollado en el modelo animal en muestras 

humanas, con la finalidad de esclarecer si las alteraciones presentes en nuestro 

modelo que incurren en una estimulación de la vía amiloidogénica también acontece 

en la patología humana. 

Otra de las incógnitas de la AD es cómo las mutaciones en PS1 de los casos 

familiares producen una acumulación de Aβ. Más aún, cómo en ausencia de 

mutaciones, como en los casos esporádicos, se produce un aumento de Aβ en el 

cerebro de los enfermos. En este sentido, y como mera especulación, podríamos 

destacar el hecho de  la saturación por sustrato que presenta el complejo γ-secretasa 

en nuestro modelo. Dicha saturación podría influenciar negativamente sobre el 

procesamiento de otras proteínas necesarias para la supervivencia neuronal y la 

homeostasis sináptica, como Notch y N-caderina (De Strooper and Annaert, 2010; 

Parent AT. and Thinakaran, 2010). En este sentido, la activación de GSK-3β en los 

animales PS1xAPP viejos podría producir un incremento en la fosforilación de PS1, 

que a su vez podría desembocar en un menor procesamiento de N-caderina sin que 

se afecte el de APP/APP-CTFs (Uemura et al., 2007). Siguiendo este razonamiento, 

tanto la saturación de γ-secretasa por sustrato como la fosforilación de PS1 mediada 

por GSK-3β podrían llevar a una pérdida del procesamiento de moléculas como Notch 

y N-caderina durante el envejecimiento de los animales PS1xAPP. Los dominios 

intracelulares de estas moléculas (NICD o N-cad/CTF-2), generados por el 

procesamiento γ-secretasa, son importantes para la viabilidad y plasticidad neuronal, y 

por lo tanto una disminución en su producción podría participar en la 
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neurodegeneración que acontece en nuestros animales viejos, en un mecanismo de 

acción aparentemente independiente del péptido Aβ (Pigino et al., 2001; Breunig et al., 

2007; Marambaud et al., 2003; Uemura et al., 2006). 

En pacientes, donde la acumulación de C99 es menor, sí sería posible que el 

secuestro de la mayor parte de complejo γ-secretasa en vesículas autofágicas, debido 

a las alteraciones del tráfico, pudiese llevar a un disminución en el procesamiento de 

Notch a NICD, ya que aparentemente este procesamiento tiene lugar en la membrana 

plasmática mas que en compartimentos intracelulares (Sorensen and Conner, 2010). 

Apoyando esta hipótesis, en enfermos de AD se ha descrito la acumulación del 

fragmento C-terminal de Notch con respecto a controles de la misma edad 

(Berezovska et al., 1998), lo que sugiere una posible inhibición del procesamiento de 

Notch por γ-secretasa en estos enfermos. Por otro lado, publicaciones recientes 

apuntan a un incremento en la actividad de GSK-3β en los enfermos de AD (Forlenza 

et al., 2011), a pesar de los datos discrepantes descritos en la literatura en este 

sentido (Balaraman et al., 2006). Por lo tanto, parece más probable que la fosforilación 

en PS1 mediada por GSK-3β pueda mediar una disminución en el procesamiento de 

N-caderina por parte de γ-secretasa en la AD, sin afectar al posible incremento en la 

producción de Aβ (Uemura et al., 2007). Desafortunadamente, la literatura que 

profundiza en esta cuestión es actualmente escasa, por lo que son necesarias nuevas 

investigaciones para conocer si un posible incremento en la producción de Aβ en 

modelos experimentales y enfermos de AD podría acompañarse de alteraciones en 

otras vías de señalización celular necesarias para la viabilidad neuronal mediadas por 

γ-secretasa.  
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Ph.D. Thesis Conclusions 

1. In this work we demonstrated the existence of an age-dependent increase 

in soluble Aβ oligomers, located in the extracellular space of a PS1xAPP 

mouse model. These oligomers were coincident with 6-, 10-, 12-, 20- and 

22-mer. 

2. Soluble APPα and Aβ oligomers, presented in PS1xAPP animals, are able 

to modulate, positively and negatively, the PI3K/AKT/GSK3β pathway, 

through IGF-1 and/or insulin receptors. We concluded that while sAPPα 

present in soluble extracts from young PS1xAPP can induce 

phosphorylation of GSK-3β, Aβ oligomers can block the previously induced 

phosphorylation of this pro-survival pathway. 

3. The APP processing also change in an age-dependent manner.  APP, APP-

CTFs, BACE-1 and PS1-CTF accumulated in aged PS1xAPP animals. This 

accumulation was accompanied by an increase in β- and γ-secretase 

activity in aged animals compared with younger ones. 

4.  Our model presented an age-dependent accumulation of autophagic 

vesicles in dystrophic neurites and synaptic terminals, coincident with the 

accumulation of APP/APP-CTFs. In addition, this accumulation took place in 

a relatively detergent-resistant membrane fraction, coinciding with 

accumulation of β-amyloid precursors, BACE-1 and PS1-CTF. 

5. The presence of APP and APP-CTFs in autophagic vesicles was 

demonstrated by electron microscopy, co-location in the same density range 

in iodoxanol gradients, and accumulation of these precursors in a 

autophagic vesicles-enriched fraction obtained by ficoll gradient.   

6. The presence of axonal transport problems associated to the age of 

PS1xAPP animals were demonstrated through the study of the degradation 

of heavy chain of kinessin-1 motor protein, hyperphosphorylation of 

microtubule associated protein tau, and loss of non-phosphorylated 

neurofilament implicated in the cytoskeleton architecture.  
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7. Our model also presented an impaired maturation of the lisosomal 

regulatory proton-pump subunit in neurons V0a1, in PS1xAPP aged mice 

respect to younger ones. 

8. Accumulation of Aβ in synaptosomes (intracellular) and S1 (extracellular) 

was quite similar during aging in our animals. In addition, our aged 

PS1xAPP mice showed majorly monomeric Aβ and a low concentration of 

high molecular weight Aβ oligomers quite similar to that observed in soluble 

protein fractions from these same animals.     
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