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INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1. Antecedentes historicos

La Enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera en 1907 por el psiquiatra y
neurdlogo Alois Alzheimer. La descripcion del primer caso fue el de la paciente Auguste
Deter, de 51 afios, quien presentaba sintomas cognitivos y conductuales bastante llamativos
y muy diferentes a los que se asociaban con una demencia senil. La paciente sufria afasia,
paranoia, agresividad, problemas de memoria a corto plazo e incapacidad para identificar
objetos y personas cotidianas en su vida. Auguste Deter murié 5 afos después de la
aparicion de los primeros sintomas de esta enfermedad. El andlisis anatomo patoldgico del
cerebro revelo la presencia de depésitos proteicos tanto a nivel extracelular (placas seniles),
como a nivel intracelular (ovillos neurofibrilares), localizados principalmente en la corteza
cerebral e hipocampo. Ambas lesiones continan siendo actualmente los principales
marcadores postmorten de esta enfermedad. Dicho estudio fue recogido por Alzheimer en
el articulo titulado “Una enfermedad peculiar de la corteza cerebral” (Alzheimer, 1907) . En
1910, otro psiquiatra aleman, Emil Kraepelin, dio el nombre de Enfermedad de Alzheimer
(EA) a esta nueva manifestacion clinica y patoldgica, en reconocimiento al esfuerzo y los
hallazgos del doctor Alzheimer (Hunting, 2015; Kay y col. 1964; Scheltens y col. 2016;
Strassnig, M. & Ganguli, 2005).

1.2. Manifestaciones clinicas y tratamiento actual de EA

La demencia es un sindrome que implica un deterioro de las capacidades cognitivas,
siendo lo suficientemente severo como para que las actividades cotidianas de la persona
afectada se vean comprometidas. La demencia puede ser causada por diversas
enfermedades y lesiones que afectan al cerebro de forma primaria o secundaria, como la EA
o los accidentes cerebrovasculares, respectivamente. La EA es la causa mas comun de
demencia, pues en edades superiores a 65 afios, 2 de cada 3 casos de personas que sufren
demencia padecen EA (OMS 2017). En la actualidad, se estima que el nimero de pacientes
con EA es de 24 millones a nivel mundial (OMS 2017; Prince y col. 2016). Al ser esta
patologia caracteristica de la poblacién envejecida, y dado el aumento en la esperanza de
vida registrado en los ultimos afios, se estima que la prevalencia de la enfermedad sea 4

veces mayor en 2050 (OMS 2017;Kumar & Tsao, 2018; Prince y col. 2016).

La EA es una enfermedad neurodegenerativa de caracter progresivo e irreversible que
se manifiesta con deterioro de las funciones cognitivas y conductuales. Desde el punto de
vista clinico, la EA se clasifica en 3 fases atendiendo el grado de alteracidn cognitiva (Kumar

y Tsao, 2018). La primera fase “preclinica” es asintomatica, cursa con amiloidosis cerebral
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y afecta a la corteza entorrinal y al hipocampo; a continuacién, hay una fase "prodrémica” o
de “deterioro cognitivo leve” (MCI; del inglés, Mild Cognitive Impairment), en la que la
patologia progresa hacia distintas areas de la corteza cerebral. En este estadio debutan los
primeros sintomas, siendo la pérdida de memoria a corto plazo o amnesia, el rasgo mas
caracteristico. Finalmente, la fase de “demencia” es consecuencia de la pérdida de sinapsis
y neuronas en las regiones cerebrales responsables de los procesos cognitivos, como son la
corteza entorrinal, el hipocampo, la amigdala y las areas neocorticales. En este estadio mas
avanzado, la amnesia inicial suele ir acompafiada de la incapacidad para llevar a cabo tareas
cotidianas (apraxia), asi como de alteraciones en el lenguaje (afasia), y pérdida de la
capacidad de reconocimiento a pesar de una correcta percepcién a través de los sentidos
(agnosia) (Helmes & @stbye, 2002). El pensamiento abstracto y el razonamiento también se
ven seriamente afectados. Por ultimo, los sintomas neuropsiquiatricos tales como apatia,
desinhibicidn, psicosis o aislamiento social son igualmente tipicos de la fase mas avanzada
en la EA (Hane y col. 2017; Karch y col. 2014; Kumar & Tsao, 2018; Scheltens y col. 2016;
Serrano-Pozo y col. 2011; Winblad y col. 2016). El curso clinico de la enfermedad suele
durar de 4 a 8 afios tras la aparicién de los primeros sintomas, aunque se puede alargar

hasta los 20 (Kumar & Tsao, 2018).

A pesar de los avances conseguidos entorno a la caracterizaciéon molecular de la EA, a dia
de hoy, se desconocen las causas exactas que la originan. Ademas, la ausencia de buenos
marcadores biolégicos hace que aun no dispongamos de un test premortem para un
diagnostico concluyente y que sdlo el analisis neuropatolégico postmortem permita su
diagnostico definitivo (Hane y col. 2017; Kumar & Tsao, 2018). Hasta la fecha, los farmacos
disponibles para el tratamiento de esta enfermedad actian a nivel sintomatico, mejorando
las funciones cognitivas, aunque su potencial terapéutico va disminuyendo con la
progresion de la enfermedad y en ningtin caso modifican el curso temporal de la patologia.
Este efecto se obtiene modulando dos mecanismos de neurotransmisién implicados en la
patologia de Alzheimer: neurotransmisiéon mediada por acetilcolina y glutamato (Farlow y
col. 2008; Kumar & Tsao, 2018). En el primer caso, haciendo uso de inhibidores de la enzima
acetil colinesterasa, se consigue aumentar los niveles de acetilcolina, con el objetivo de
combatir la neurodegeneraciéon de neuronas colinérgicas caracteristica de estos pacientes
(Mufsony col. 2008). En cuanto a la sefializacion mediada por glutamato, con un antagonista
parcial de los receptores NMDA se hace frente a la excitotoxicidad asociada a este
neurotransmisor en la EA (Tanovic & Alfaro, 2006). Existen nuevas lineas de tratamiento
que tienen como dianas la inflamacidn, el estrés oxidativo, el metabolismo del colesterol, o
incluso, la modulacién de procesos hormonales, siendo todos ellos factores implicados en la

EA (Farlow y col. 2008). No obstante, hasta la fecha no existe ningun tratamiento
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farmacolégico efectivo que cure la enfermedad, ni siquiera que modifique el curso de la
misma. Es por ello que se requiere una bisqueda intensa sobre los mecanismos moleculares
que subyacen a dicha patologia con el objetivo de obtener dianas terapéuticas especificas

(Kumar & Tsao, 2018; Reitz & Mayeux, 2014).

1.3. Marcadores patoldgicos

En el cerebro de un paciente enfermo de Alzheimer existen cambios tanto a nivel

macroscépico como microscopico.

1.3.1. Patologia macroscépica

En la EA se observa una atrofia cortical generalmente simétrica y de caracter difuso,
aunque se asocia con una mayor frecuencia a las regiones frontotemporales del cerebro.
Como resultado de dicho adelgazamiento cortical, el sistema ventricular puede aparecer
fuertemente dilatado (lo que recibe el nombre de hidrocefalia ex vacuo). La atrofia del
hipocampo, junto con una dilataciéon prominente del asta temporal del ventriculo lateral son

los rasgos macroscépicos mas especificos en la EA (Guimera y col. 2002).

La presencia de microinfartos y microhemorragias, asi como la desmielinizacion de la
sustancia blanca periventricular, que refleja un dafio vascular, son rasgos macroscépicos
frecuentes de la EA. Este dato deja en evidencia la relaciéon entre las enfermedades
cerebrovasculares y la patologia de Alzheimer (Serrano-Pozo et al., 2011; Wardlaw et al,,

2015).

1.3.2. Patologia microscopica

Los marcadores microscépicos de la enfermedad se pueden clasificar en marcadores
positivos y negativos. Dentro de los marcadores positivos se encuentran: las placas
amiloides, los ovillos neurofibrilares, la activaciéon microglial y la angiopatia cerebral
amiloide (CAA; del inglés, cerebral amyloid angiopathy). Ademas de las lesiones positivas, la
pérdida de neuronas y de sinapsis se engloban dentro de los marcadores negativos de la EA.
En concreto, la CAA y la pérdida de sinapsis son considerados los marcadores con mayor

caracter predictivo del deterioro cognitivo en dicha patologia.

Las placas amiloides son depoésitos extracelulares insolubles que contienen
principalmente fragmentos del péptido AB. El péptido Af tiene una longitud variable de
entre 39 y 43 aminoacidos y es un producto natural del metabolismo de la proteina
precursora amiloide o de AR (ABPP) (De Strooper, 2010). Las especies mas abundantes de
AP son ABsoy APa4z. Debido a su mayor agregacidn e insolubilidad, A es mas abundante en
las placas amiloides (Goedert & Spillantini, 2006; Imbimbo y col., 2005; Mott & Hulette,
2005).
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Los ovillos neurofibrilares (NFT; del inglés, Neurofibrillary Tangles) son agregados
intracelulares que estan principalmente compuestos por proteina Tau fosforilada. La
proteina Tau, en condiciones fisiologicas, se asocia a los microtibulos regulando su
ensamblaje. Gracias a ello, se mantiene la arquitectura y el transporte de proteinas y
vesiculas en laneurona (Delacourte, 2005). Cuando la proteina Tau esta hiperfosforilada (P-
Tau), se disocia de los microtibulos y debido a esta modificacion, se agrega formando
filamentos helicoidales que daran lugar a los ovillos neurofibrilares. Los NFTs
extracelulares proceden de la muerte de neuronas portadoras y, tanto su concentracion
como distribucion estan estrechamente relacionadas con la neurodegeneracion, aunque no
esta claro si la formacion de NFTs causa la muerte neuronal o si, por el contrario, es un

mecanismo de proteccion de la propia célula (Bierer y col. 1995; Serrano-Pozo y col. 2011).

Durante la EA existe un proceso neuroinflamatorio importante, con activacion glial de
astrocitos y microglia (Heneka y col. 2015) que se asocia fundamentalmente con el depésito
de placas amiloides con nicleo denso y también con la apariciéon de NFTs (Serrano-Pozo y

col. 2011).

El péptido AB amiloide no sélo se deposita en el parénquima cerebral en forma de placas
amiloides, sino que también aparece en la pared de los vasos sanguineos dando lugar a la
CAA. Esta acumulacién se da en vasos corticales y leptomeningeos de pequefio tamafo y,
mas concretamente, en la capa media de la pared del vaso (tinica media), donde se localiza

el musculo liso, siendo mas frecuente el depésito de AB4o (Serrano-Pozo y col. 2011).

La pérdida sinaptica y degeneracion neuronal son otros rasgos significativos de la
enfermedad. Ambos procesos se dan en areas cerebrales especialmente vulnerables que, en
la mayoria de los casos, estan implicadas en el procesamiento de la informacién y la

adquisicidon de la memoria (Gomez-Isla y col. 1996).

1.4. Tipos de enfermedad de Alzheimer

Existen dos tipos de EA en funcién de la edad de aparicién de los primeros sintomas y de
los factores genéticos causantes, pero ambos comparten la misma sintomatologia y lesiones
histopatolégicas (Bagyinszky y col. 2014; Ballard y col., 2011; Gomez-Isla y col. 2008; Perl,
2010; Gassen & Annaert, 2003).

1.4.1. Alzheimer familiar (FAD).
Representa entre el 1-3% de los casos de Alzheimer y se manifiesta a edades tempranas,
generalmente entre los 35 y 40 afios de edad (Ringman y col. 2015), por lo que también se

conoce como “Alzheimer de inicio temprano” o FAD (del inglés, Familiar Alzheimer Disease).
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La gran mayoria de casos con FAD presentan un patrén de herencia autosémica dominante.
Con el objetivo de identificar los factores genéticos asociados a la manifestacién temprana
de EA, sellevaron a cabo estudios masivos mediante la reconstruccién de pedigris y andlisis
de ligamiento genético. Este abordaje, permiti6 identificar mutaciones con un 100% de
penetrancia en 3 loci genéticos que codifican para la proteina precursora amiloide (ABPP) y
las presenilinas 1y 2 (PS1y PS2) localizados en los cromosomas 21, 14 y 1, respectivamente
(Hane y col. 2017; Kumar & Tsao, 2018; Robinson y col. 2018).Estas proteinas estan
implicadas en la produccién y agregacion del péptido -amiloide (componente principal de
las placas seniles). La primera (ABPP) es su precursora y las otras dos (PS1 y PS2) forman
parte del complejo y-secretasa que interviene en el procesamiento de ABPP. Actualmente,
se han descrito 52 mutaciones en ABPP, 241 en PS1 y s6lo 45 en PS2, relacionadas con la

enfermedad (http://www.alzforum.org/mutations).

Aunque las primeras mutaciones relacionadas con la EA se describieron en la proteina
precursora amiloide (ABPP), s6lo son responsables del 10% de los casos de FAD. No
obstante, la implicacion de este gen en la EA es tan evidente que, con el aumento de sélo una
copia en los casos de trisomia del cromosoma 21, es suficiente para causar los sintomas de
demencia que pueden experimentar los individuos con Sindrome de Down a edades
tempranas (Czech y col. 2000; Thinakaran & Koo, 2008; Wiseman y col. 2015). Sin embargo,
las mutaciones en el gen de la presenilina 1 (PS1) son la causa mas frecuente de Alzheimer
familiar, con un 30-50% de los casos antes de los 55 afios y un 70% del total de casos de

FAD (Czech y col. 2000; Sherrington y c0l.1995).

Por ultimo, la convergencia entre los hallazgos histopatoldgicos y los estudios genéticos,
destaco el papel del péptido amiloide en la fisiopatologia de la EA, y supuso el lanzamiento
de la hipétesis amiloide para justificar el curso clinico y molecular de dicha enfermedad

(Bertram y col. 2010; Goate & Hardy, 2012).

1.4.2. Alzheimer esporadico (LOAD).

Esta variante representa la mayoria de los casos de EA (97-99%) y se le conoce también
como Alzheimer “de inicio tardio” o LOAD (del inglés, Late Onset Alzheimer Disease). Afecta
al 3-4% de los adultos entre los 60 y 65 afios, y su incidencia se duplica cada 5 afios,
aumentando exponencialmente con la edad (Jahn, 2013; Prince y col. 2013). Sus causas son
desconocidas hasta el momento y se le otorga un origen multifactorial. Los principales
factores que influyen en la aparicién de LOAD son los factores genéticos y los factores
ambientales, y dentro de esta tltima categoria podemos diferenciar entre aquellos que son
no modificables y los modificables (Ballard y col. 2011; Kumar & Tsao, 2018; Livingston y
col. 2017; Scheltens y col. 2016; Van Cauwenberghe y col. 2016).
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e Factores Genéticos

En la LOAD no existe un patrén de herencia autosémico tan definido como en la FAD. En
este caso se habla de variantes o alelos de riesgo que, por si solos 0 en combinacién con
varios de ellos y con factores ambientales, modifican la probabilidad de padecer dicha
enfermedad. De este modo, laimplicacidon genética en LOAD podria alcanzar el 60-80% (Van
Cauwenberghe y col. 2016). Estudios genéticos masivos como son los GWAS (del inglés,
Genome Wide Association Studies), han permitido identificar alelos asociados a la EA
(Robinson y col. 2017; Sancesario & Bernardini, 2018). Dentro de esta categoria, el alelo €4
del gen apolipoproteina E (APOE) se ha identificado como el principal factor de riesgo que
contribuye a la patologia de Alzheimer de inicio tardio. Apoe4 también se relaciona con el
metabolismo y el aclaramiento del péptido Af, al igual que las mutaciones descritas en la
FAD, lo que refuerza aun mas el papel del péptido amiloide en la fisiopatologia de la
enfermedad. Para el gen APOE existen tres alelos polimérficos (€2, €3 y €4) que codifican 3
isoformas distintas: Apoe2, Apoe3 (las isoformas mas frecuentes) y Apoe4. La presencia del
alelo Apoe4 aumenta el riesgo de padecer FAD o LOAD en heterocigosis hasta 3 veces, y

hasta 15 veces en homocigosis.

Por otro lado, estos estudios genéticos masivos han identificado otros alelos asociados
ala patologia de Alzheimer y, curiosamente, la mayoria de ellos se expresan principalmente
en células implicadas en la respuesta inflamatoria del sistema nervioso central (SNC), como
la microglia y los astrocitos (CR1, CD33, MS4A, ABCA7, EPHA1, CLU, HLA-DRB5/HLA-DRB1,
INPP5D, TREM2 y MEF2C) (Lambert y col. 2013b), asi como en el aclaramiento y
procesamiento del péptido amiloide (TREM2, CLU) y en el metabolismo del colesterol

(APOE, SORL1, ABCA7 y CLU) (Robinson y col. 2017; Sancesario & Bernardini, 2018).

e Factores Ambientales.

a) Factores no modificables

El principal factor de riesgo no modificable que predispone a padecer LOAD es la edad.

Sin embargo, la EA no es un rasgo natural dentro del proceso de envejecimiento, lo que
indica que la edad no es causa necesaria de dicha enfermedad y, por tanto, deben existir
otros factores adicionales (Alzheimer’s Association, 2016; Ballard y col. 2011; Mattson &

Arumugam, 2018).

Por otro lado, un rasgo muy caracteristico del cerebro de pacientes con EA esla caida en
el flujo sanguineo cerebral (CBF; del inglés, Cerebral Blood Flow). Existe una correlacion
directa entre la reduccién del CBF y el dafio cognitivo (Leijenaar y col. 2017). Por este

motivo, todas aquellas enfermedades que suponen un dafio cardiovascular (infarto de
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miocardio, hipertrofia ventricular, insuficiencia cardiaca, dafio valvular, etc.) con la
consecuente limitacidn en el aporte de oxigeno y nutrientes al cerebro, constituyen un factor

de riesgo para la EA.
b) Factores modificables

Dentro de la categoria de factores ambientales modificables se encuentran: factores de
riesgo vasculares como la hipertension, dislipemias, ateroesclerosis, diabetes tipo 2,

obesidad, tabaquismo o la adquisicién de habitos saludables como la practica de ejercicio

fisico o el cumplimiento de una dieta saludable. En definitiva, todos aquellos factores que
podrian comprometer el aporte de oxigeno al cerebro. La relaciéon existente entre los
factores cardiovasculares y la aparicion de EA ha llevado a establecer la hipdtesis vascular
de la EA y deja de manifiesto el papel tan importante que desempefia el sistema vascular y
la hipoxia cerebral en esta patologia (Armstrong, 2019; de la Torre, 2018; De La Torre, 2010;
Serrano-Pozo & Growdon, 2019).

Ademas, un nivel socio-cultural bajo, asi como el aislamiento social relacionado con

enfermedades como la sordera o determinadas enfermedades psiquidtricas como la

depresion, aumenta el riesgo de padecer LOAD (Livingston y col. 2017).

2. AB Y PATOLOGIA AMILOIDE

Una de las lesiones microscopicas mas caracteristicas del cerebro de pacientes de
Alzheimer son las placas seniles: agregados proteicos localizados en el parénquima cerebral
cuyo componente principal es el péptido AP que también podrian depositarse en la pared
de los vasos sanguineos dando lugar a la CAA. El A se obtiene como resultado del

procesamiento proteolitico de la proteina precursora del péptido beta-amiloide (ABPP).

2.1. Proteina Precursora Amiloide (ABPP)

APBPP se localiza en el cromosoma 21 (21q21) y codifica para una proteina
transmembrana tipo 1 con un dominio extracelular largo y una cola citoplasmatica pequefia.
APPP se expresa de forma ubicua y presenta splicing alternativo dando lugar a tres
transcritos: ABPP695, ABPP751 y APBPP770. La isoforma APBPP695 se expresa
fundamentalmente en neuronas, mientras que la ABPP751 se expresa en astrocitos. Aunque
parece que ABPP actia como un receptor de membrana, no se conoce su funcién fisioldgica.
No obstante, se asume que pueda ser una proteina multifuncional dada la gran cantidad de
dominios de interaccién proteina-proteina que existen en la region citoplasmatica. ABPP

sufre muchas modificaciones postraduccionales como glicosilacién o fosforilacién, sin
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embargo, la modificacién postraduccional mas frecuente es el procesamiento proteolitico

mediado por secretasas (Sassi y col. 2014; Van Gassen & Annaert, 2003).

2.2. Procesamiento de ABPP

A continuacidn, se describen las 2 rutas clasicas para el procesamiento post-traduccional
de ABPP: la via no amiloidogénica (no patogénica) o amiloidogénica (responsable de la

formacidon del péptido amiloide) (Figura A1).

2.2.1. Ruta no amiloidogénica

La mayor parte de ABPP se procesa mediante la ruta no amiloidogénica, en la que
intervienen las enzimas « y y-secretasa. En la ruta no amiloidogénica, no se genera el
péptido AB (de ahi su nombre), ya que la protedlisis inicial tiene lugar en la regién de ABPP
que dalugar a dicho péptido. Este procesamiento ocurre mayoritariamente en la membrana

plasmatica.

El primer corte es realizado por la enzima a secretasa. Parece ser que miembros de la
familia de proteinas ADAM (del inglés, A Disintegrin And Metalloproteases family),
localizados en la membrana plasmatica de la célula, son los responsables del corte a-
secretasa en ABPP. En concreto, la enzima ADAM10 cataliza esta reaccion sobre ABPP con
mayor afinidad que el resto (Gassen y Annaert, 2003). Tras la actuacién de ADAM10, se
libera el fragmento ABPPa soluble (sABPPa) y un fragmento C-terminal de unién a
membrana de 83 aminoacidos (C83 o a-CTF; inglés, C-Terminal Fragment). Este ultimo
fragmento (aCTF) actia como sustrato de la y-secretasa, quien, tras llevar a cabo su funcién
enzimatica, da lugar a la formacion del péptido extracelular p3 y al fragmento intracelular
derivado de ABPP (AICD; del inglés, ABPP Intracelullar Domain). A diferencia de p3, que se
degrada facilmente en el espacio extracelular, al fragmento AICD se le asignan funciones de
traduccion de sefial (Park y col. 2009, Gassen y Annaert, 2003, Celeste y col. 2014) (De
Strooper, 2010; O’Brien & Wong, 2011; Wilkins & Swerdlow, 2017; Zhang y col. 2011).

2.2.2. Ruta amiloidogénica

Alternativamente, ABPP puede ser procesado por la via amiloidogénica en la que
intervienen las enzimas B y y-secretasa. La actividad llevada cabo por la enzima {3 secretasa
constituye el paso limitante de la via amiloidogénica. En ella, como su propio nombre indica,

se forman péptidos amiloides: sABPP, B-CTF y el péptido ApB.

La enzima responsable del corte B-secretasa recibe el nombre de BACE-1 (del inglés,
Beta-site ABPP Cleaving Enzime 1). Tras el corte de BACE-1 en ABPP, se obtiene el péptido
ABPPf soluble (sABPP(), que se libera al espacio extracelular, y B-CTF de 99 aminoacidos

(C99), anclado a la membrana plasmatica. B-CTF se convierte en sustrato directo de la y-
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secretasa, quien lleva a cabo la actividad proteolitica en su dominio transmembrana,
obteniéndose como productos de dicha reaccidn el péptido AB, con diferentes longitudes
(siendo ABso y A4z los mas frecuentes), y el fragmento intracelular de ABPP (AICD; del
inglés, APP Intracelullar Domain). Como se mencion6 anteriormente, al fragmento AICD se
le asignan funciones de traduccién de seiial, por lo que, en presencia de caspasas, AICD sufre
una protedlisis adicional obteniéndose de esta reaccion el péptido C31, quien puede
desarrollar una actividad citotdéxica (Haass et al., 2012; Saido & Leissring, 2012; Gassen &

Annaert, 2003; Wang y col. 2012; Zhang y col. 2011b).

sABPPB ABPP sABPPa

©
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o BACE1
o © B-secretasa

— m
E << o

y- secretasa [P 2 ‘ y- secretasa
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£ [m)] I [m)
2 |0 O
3 |= B-CTF a-CTF <
£

No amiloidogénica

Figura A1. Procesamiento de la ABPP: via no amiloidogénica y amiloidogénica. La proteina de
membrana ABPP (membrana indicada en azul) puede ser procesada por dos vias, la no
amiloidogénica (verde) y la amiloidogénica (naranja). En la via no amiloidogénica la enzima a-
secretasa corta en la region AP (roja) y se obtiene el fragmento soluble ABPPa (sABPPa) y el
fragmento a-CTF. Este ultimo fragmento es cortado por la enzima y-secretasa, obteniéndose el
dominio APP intracelular (AICD) y el fragmeno P3. En la via amiloidogénica la enzima (3-secretasa
corta la APP para producir el fragmento soluble ABPPf3 (sABPPf) y el fragmento B-CTF, el cual es
cortado por la enzima y-secretasa para producir Afs0, AB42 y AICD (modificado de Wang y col. 2012).

2.3. Aclaramiento del péptido amiloide

Los péptidos de Af se producen en condiciones fisiologicas y son retirados del cerebro a
través de diferentes mecanismos. Dentro de estos mecanismos se incluye: la degradacion
enzimatica del péptido amiloide (tanto a nivel extracelular como intracelular), la
degradacion dirigida por la microglia y los astrocitos, el transporte mediado por moléculas
especificas tales como LRP1/2, ABCB1 y RAGE a través de la barrera hematoencefalica

(BHE), el lavado a través del flujo entre el liquido cefalorraquideo (LCR) y el liquido
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intersticial (ISF; del inglés, Interstitial Fluid), y la absorcién desde el LCR hacia el sistema

circulatorio y linfatico (Tarasoff-Conway y col. 2015) (Figura A2).

La aparicién de placas amiloides (placas seniles) y de CAA, tendria lugar debido a un
desbalance entre los mecanismos implicados en la sintesis de A y los mecanismos de
degradacion o drenaje (Hardy & Selokoe, 2002; Selkoe, 2003; Tarasoff-Conway y col. 2015;
Zlokovicy col. 2000).

Sangre Cerebro

_ ; Absorcion a partir de LCR o ISF (drenaje directo a

sangre o tras drenaje linfatico previo)

BHE
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Figura A2. Transporte de AB a través del cerebro. El péptido Af entra al cerebro (violeta) a través
del transportador RAGE localizado en la BHE (marrrén). El A se elimina del cerebro mediante: 1)
degradacién enzimatica; 2) degradacién mediada por microglia y astrocitos; 3) transporte a través
de la BHE dirigido por clusterina y LRP2 o por; 4) el complejo LRP1y ABCB1, que transporta Af unido
a ApoE2, ApoE4 y a2M; y por 5) absorcion desde el LCR o ISF hacia el sistema circulatorio (figura de
elaboracion propia inspirada en Tarasoff-Conway y col. 2015).

3. PRESENILINAS: PS1 Y PS2

Una vez que la proteina transmembrana ABPP se corta en su dominio extracelular por
las enzimas con actividad o o (8- secretasa, los productos de esta reaccién, C83 6 C99
respectivamente, constituiran los sustratos del complejo y-secretasa (ver apartado 2.2) (Li

y col. 2009).

El complejo y-secretasa estd compuesto de 4 proteinas de membrana: presenilina (PS),
nicastrina, Aph 1 6 2 (del inglés, Pharynx-Defective-1 and 2) y el potenciador de presenilina

(PEN2; del inglés, Presenilin Enhancer 2), siendo la PS la subunidad catalitica del complejo
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con actividad aspartil proteasa. Existen dos proteinas PS homélogas (PS1 y PS2). Ambas
proteinas presentan 9 dominios transmembrana, un extremo N-terminal citosdlico y el
extremo C-terminal dirigido al espacio extracelular. La presencia de PS1 o PS2 en el
complejo y-secretasa determina su localizacion subcelular. Cuando el complejo y-secretasa
contiene PS1 se localiza principalmente en la membrana plasmatica. Sin embargo, cuando
el complejo y-secretasa contiene PS2 se dirige al sistema reticulo endoplasmico-Golgi y a un

subconjunto de compartimentos endosémicos (Liy col. 2009; Meckler & Checler, 2016).

El ensamblaje del complejo y-secretasa tiene lugar secuencialmente. Primero, Aph-1 y
Nicastrina forman un heterodimero al que, posteriormente, se une PS. Por dltimo, PEN2 se
ensambla a PS y lleva a cabo la endoproteolisis de la subunidad catalitica PS entre sus
residuos N292 y V293 para formar el complejo activo PS/y-secretasa. El proceso de
endoproteolisis da lugar a dos fragmentos en PS: NTF con 30 kDa (del inglés, N-terminal
fragment) y CTF con 20 kDa (del inglés, C-terminal fragment). La actividad proteolitica de
PS estd mediada por dos residuos de aspartato localizados en las posiciones aminoacidicas
257 y 385 en el sexto y séptimo dominio transmembrana, respectivamente. La mutacion
que conlleva el intercambio de cualquiera de estos dos residuos de aspartato por alanina,
interfiere tanto con la endoproteolisis de la PS, como con la protedlisis de ABPP y Notch, el
otro sustrato principal del complejo y-secretasa (Kimberly y col. 2000; Wolfe y col. 1999)
(Figura A3).

C Extracelular

| LJ,J U ¢ C Citosol

Presenilina Nicastrina Aph-1 Pen-2

Figura A3. Esquema reperesentativo de las proteinas que componen el complejo y- secretasa
(figura de elaboracién propia inspirada en Strooper y col. 2012).

3.1. Mecanismo de accion del complejo y-secretasa

El complejo y-secretasa tiene actividad proteasa. Para romper un enlace peptidico se
requiere de la lisis de una molécula de agua (hidrélisis), por tanto, toda proteasa es
considerada también una hidrolasa. o/3-CTF, el sustrato de la y-secretasa, es un fragmento
anclado a la membrana plasmatica, regién altamente hidrofébica, por esto motivo, el acceso

de las moléculas de agua para intervenir en la ruptura del enlace peptidico y dar lugar al
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péptido A estd mas restringido. Este hecho requiere que el fragmento B-CTF se vaya
procesando secuencialmente a través de diferentes cortes para favorecer dicha reaccidn:

cortes g, ( y vy, respectivamente. El corte-g, el primero en tener lugar tras la actuacién de las

enzimas o o [3-secretasa, se da en la regiéon del fragmento limitante con la membrana
plasmatica, por tanto, es una zona mas accesible para las moléculas de agua. Este corte crea
el recorrido por el que circulan las moléculas de agua para acceder a los siguientes sitios de

corte.

Durante la actuaciéon del complejo y-secretasa, se han detectado varios productos
intermediarios: AB49, ABss y AB43. La naturaleza de dichos péptidos sugiere la posibilidad de
que el procesamiento llevado a cabo por el complejo y-secretasa consista en la realizacion
de cortes secuenciales cada tres residuos sobre el fragmento (3-CTF, hasta producir el
péptido mayoritario Afs. Se postula que la estructura a-hélice del fragmento
transmembrana ABPP es la responsable de estos cortes secuenciales, pues inicamente los
enlaces peptidicos entre los residuos ABae.47, AB43-44 ¥ ABso-41 estarian alineados en dicha
estructura con el centro activo del enzima. No obstante, a medida que estos cortes van
teniendo lugar, el fragmento transmembrana ABPP pierde su estructura a-hélice y este
hecho podria justificar que, en algunos casos, el enlace peptidico entre los residuos Af4z-
AB43 quede mucho mas expuesto al centro activo del enzima, favoreciéndose la formacion
del péptido AB4,. Mutaciones tanto en ABPP como en la propia enzima PS que incrementan

los niveles del péptido AB4z, se asocian con EA (Xu, 2009; Zhao y col. 2007).

3.2. Mutaciones en PS en la EA
Las mutaciones en PSEN1 conforman casi el 90% de los casos de FAD (apartado 1.4.1).
Actualmente se conocen mas de 241 mutaciones en PSI asociadas a FAD

(www.alzforum.org/mutations) y 42 mutaciones en la proteina homdloga PSZ2. Estas

mutaciones se encuentran principalmente en los dominios transmembrana altamente
conservados, en los residuos hidrofébicos del NTF o en el dominio hidrofébico situado entre
los dominios transmembrana 6 y 7 (Tandon & Fraser, 2002);(Shen & Kelleher, 2007)
(Figura A4).
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Figura A4. Mutaciones descritas en PS1. Este diagrama muestra la distribucién de mutaciones de
pequeias inserciones y deleciones y de cambio sentido en PS1. Los residuos destacados en rojo
indican zonas donde se han identificado mutaciones de FAD, ademas de la delecién del exén 9,
también descrita en la EA. Los aspartatos implicados en la funcién catalitica de la PS1 estan sefialados
en amarillo (modificada de Shen y Kelleher, 2007).

Las mutaciones en los genes de PS1 y PSZ asociados a la EA aumentan la produccién
relativa del péptido AB42 sobre la variante ABso, dos productos del procesamiento de la
proteina precursora amiloide. En condiciones fisioldgicas, el péptido que se origina de
forma mayoritaria termina en la Val40 (AB4o) en el extremo C-terminal y es hidrosolube. Un
pequeiio porcentaje de los péptidos generados concluye en la Ala42, dando lugar al AB42,
un péptido mas rigido e hidrofébico. Esto le confiere una mayor tendencia a agregarse y
formar placas fibrilares u oligdbmeros solubles, lo que lo hace mas tdxico, especialmente para

las neuronas (Strooper et al.,, 2012; G. Zhao et al,, 2007).

El incremento en los niveles de AB4, se debe a mutaciones de pérdida de funcién en la

actividad presenilina. Este hecho ha quedado demostrado a través de varios experimentos.
Por ejemplo: i) las mutaciones en PS1 asociadas con FAD dan lugar a un acimulo del
fragmento CTF de varios de sus sustratos, acorde con un mecanismo de pérdida de funcidn;
ii) la inactivaciéon condicional de PS1 y PS2 (Beglopoulos y col. 2004; Saura y col. 2004;
Wines-Samuelson y col. 2010) en el cerebro de ratén adulto produce pérdida progresiva de

memoria, neurodegeneracion, inflamacién e hiperfosforilacién de Tau, indicando que la
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pérdida de funcién del complejo y-secretasa es capaz de reproducir los sintomas tipicos de
la EA (Tabuchi et al., 2009); iii) la generacién de modelos de raton Knock-In (KI) que poseen
mutaciones en PS1 asociadas a FAD, también refuerza la teoria de la pérdida de funcién del
complejo y-secretasa en esta patologia (Sun y col. 2017; Xia y col. 2015). Finalmente, iv) el
fracaso de los ensayos clinicos de fase III de inhibidores de la actividad PS supusieron la
evidencia clinica necesaria para descartar un mecanismo de ganancia de funcién asociado a

las mutaciones de esta enzima en la EA (Doody y col. 2013).

Todo ello hallevado a postular la hipdtesis de presenilinas, segtin la cual la pérdida parcial
de funcion de PS, con el probable aciimulo de los fragmentos CTFs procedentes de sus

sustratos, supone un evento iniciador en la EA (Shen & Kelleher, 2007).

3.3. Funciones bioldgicas de PS

Recientemente se ha demostrado que la proteina PS no so6lo esta implicada en funciones
biol6gicas dependientes de la actividad del complejo y-secretasa, sino que es capaz de llevar
a cabo funciones independientes a la actividad de dicho complejo. Por este motivo,
clasificamos las funciones llevadas a cabo por PS como: funciones independientes y

dependientes de complejo y-secretasa (Zhang y col. 2013).

3.3.1. Funciones independientes del complejo y-secretasa
Dentro de las funciones de PS independientes de la actividad del complejo y-secretasa
se engloban: la estabilizacidon de 3-catenina en la ruta de sefializaciéon de Wnt (via candénica

de Wnt), la homeostasis de la regulacién de Ca2+y la funcién lisosomal y autofagica.

e Via candnica de Wnt

La proteina B-catenina puede llevar a cabo dos funciones distintas en funcién de su
localizacion celular: por un lado, interviene en la adhesion celular mediante la formacion de
un complejo proteico con E-cadherina en la membrana plasmatica y, por otro, forma parte
de la sefializacién de la via Wnt cuando se localiza en el citoplasma.

Con respecto a la ruta de Wnt, en ausencia de ligando, GSK3 (del inglés, Glycogen
Synthase Kinase-3[3) fosforila a $-catenina y esta modificacién permite su degradacién via
ubiquitin-proteasoma. La unién de Wnt a su receptor Fzd (del inglés, Frizzled), bloquea la
fosforilacion de (-catenina mediada por GSK3, impidiendo de este modo su degradacion.
Asi, B-catenina se translocaria al nucleo para activar el factor de transcripcién TCF (del
inglés, T-cell-specfic transcriptional factor), quien, en ultimo lugar, regularia la expresién de
genes diana como ciclina D1, c-myc y metaloproteasas (Zhang y col. 2013).

Diferentes trabajos han demostrado que la PS1 es también sustrato de la enzima GSK3f3

(Twomey & McCarthy, 2006; Uemura y col. 2007) y que, a su vez, PS1 interacciona con (3-
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catenina modulando negativamente la via Wnt (Duggan & McCarthy, 2016; Xia y col. 2001).
Por otro lado, se ha observado que mutaciones en PS1 asociadas con FAD inhiben la via Wnt

al favorecer la fosforilacién y degradacién de [3-catenina (Kawamura y col. 2001).

¢ Homeostasis de la regulacion del Caz+

Determinadas mutaciones en PS se asocian con una alteraciéon en la sefalizacion
intracelular de Ca?+, asi como con una mayor liberacién de dicho ion procedente de los
reservorios del reticulo endoplasmatico (RE). Esta relacion se debe a que PS interacciona
con varias proteinas vinculadas con canales de Ca2+: receptor IP3, receptor de Ryanodina
(RyanR) y la ATPasa de Ca2* del RE (SERCA; del inglés, Sarco-/Endoplasmic Reticulum
Ca?* ATPase) (Zhang y col. 2014).

e Actividad lisosomal y autofagica

La autofagia es el proceso a través del cual la célula fagocita componentes propios, bien
del citoplasma o de la membrana plasmatica, y dicho fenémeno se inicia como consecuencia
del dafio de determinadas organelas celulares o ante el estrés que supone la deprivacién de
nutrientes. El proceso de autofagia incluye dos pasos: la formacién del autofagosoma (que
contiene organelas celulares disfuncionales) y la fusién de este con el lisosoma para
favorecer su degradacion. Diferentes estudios sugieren que la alteracion en PS1 puede
ocasionar un fallo en la fusién del autofagosoma con el lisosoma o bien en la acidificacion

del mismo (Lee y col. 2010; S. Zhang y col. 2013).

3.3.2. Funciones dependientes del complejo y-secretasa

La y-secretasa pertenece a la familia de proteasas de corte intramembrana i-CLiPs (del
inglés, Intramembrane Cleaving Proteases) que incluye a la familia de presenilinas, a la
familia de metaloproteasas de Zinc y a proteasas romboidales. El complejo PS/y-secretasa
esta involucrado en la lisis de proteinas transmembrana tipo [, una vez que se escinde su
dominio extracelular. Los sustratos descritos para este complejo enzimatico estan
relacionados con funciones muy diversas, por tanto, se asume que PS/y-secretasa puede
regular una gran variedad de eventos celulares (Duggan & McCarthy, 2016; Haapasalo &

Kovacs, 2011; Zhang y col. 2013).

A pesar de la diversidad estructural y funcional de los sustratos del complejo PS/y-
secretasa, la mayoria de ellos comparten varias caracteristicas (Haapasalo & Kovacs, 2011;
Zhangy col. 2013; Zhang y col. 2014). Estas caracteristicas son i) la mayoria de los sustratos
de PS/y-secretasa son proteinas transmembrana tipo I, ii) actian como proteinas de
seflalizacion y regulacion celular, iii) el procesamiento del sustrato se lleva a cabo tras el

desprendimiento del ectodomio o dominio extracelular, iv) la actividad del complejo PS/y-
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secretasa tiene lugar en o cerca del limite de los dominios transmembrana y citoplasmico,
v) la escision mediada por PS/y-secretasa libera el dominio intracelular (ICD; de inglés,
intracelullar domain) del sustrato al citosol, vi) la inhibicién farmacolégica o la delecion
genética de la actividad PS/y-secretasa impide la formacion del ICD y da como resultado el

acumulo del CTF (Haapasalo & Kovacs, 2011).

3.4. Diferentes sustratos de Presenilinas

Hasta la fecha, 91 proteinas, incluyendo ABPP, han sido identificadas como sustratos de
PS/y-secretasa. Todos ellos intervienen en procesos de determinacién del tipo celular,
adhesion, migracién, crecimiento de neuritas y guia axonal y formacién y mantenimiento de
la sinapsis. Curiosamente, muchos de estos procesos se ven alterados durante la patologia
de Alzheimer, lo que refuerza atiin mas la hipétesis de presenilinas en la EA (Bossy-Wetze y

col. 2004; Querfurth & Laferla, 2010).

Los sustratos mas conocidos del complejo PS/y-secretasa son: ABPP, debido a su
relacién en la fisiopatologia de EA, y NOTCH, por su implicacién en el desarrollo y en la
diferenciacion celular. El hecho de que ambos sustratos sean procesados por el mismo
complejo enzimatico podria explicar el fracaso de los farmacos inhibidores de la actividad
y-secretasa en ensayos clinicos (Shen & Kelleher, 2007). Ademas, existen otros muchos
sustratos de PS/y-secretasa como: N y E-cadherinas, EphA4, ErB4, CD44, TREM2, el

receptor de la hormona del crecimiento etc (Zhang y col. 2014).

EphA, miembro de la familia del receptor de Efrina, es procesado por el complejo PS/ y-
secretasa durante la sinapsis, de manera que la liberacién del correspondiente fragmento
ICD interviene en la formacién y el mantenimiento de las espinas dendriticas (Inoue y col.
2009). Las mutaciones en PS asociadas a FAD, podrian alterar esta funcion fisiolégica de
EphAy ser responsable de la pérdida de sinapsis, y laamnesia asociada, en la EA (Ho & Shen,

2011).

Otros de los sustratos de PS/ y-secretasa son las proteinas de adhesién celular como las
E, N-cadherinas. E y N-cadherinas (epitelial y neural-cadherinas) pertenecen a la categoria
de Cadherinas cldsicas (o tipo 1) dentro de esta gran familia. Las Cadherinas cldsicas son
glicoproteinas transmembrana tipo I, con un dominio extracelular y un dominio
citoplasmatico, implicadas en la adhesidén celular y en la morfogénesis (Halbleib & Nelson,
2006; Niessen y col. 2011). A nivel intracelular, establecen interaccién principalmente con
la proteina citoplasmatica -catenina. En concreto, las N-cadherinas se localizan en las
uniones sinapticas, donde la interaccién entre los axones y las espinas dendriticas ha de ser

muy estrecha (Giagtzoglou y col. 2009; Togashi y col. 2002). PS/ y-secretasa interacciona
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con el complejo formado por N-cadherina/ [3-catenina en las regiones sinapticas y da lugar
al fragmento ICD procedente del procesamiento de N-cadherina. Este ICD se transloca al
nucleo para promover la degradacién del represor transcripcional de genes asociados a la
plasticidad sinaptica: CBP/CREB (Marambaud y col. 2003). En las células epiteliales, la PS
se concentra en las regiones de contacto entre células, interaccionando con el complejo
formado por E-cadherina y 3 y y-cateninas, de manera que favorece su estabilizacién y la

asociacion al citoesqueleto de actina (Parisiadou y col. 2004).

Junto con ABPP, el principal sustrato procesado por PS/y-secretasa es la proteina
NOTCH. Los primeros estudios que demostraron esta interaccién tuvieron lugar en la
especie Caenorhabditis elegans, donde se observo interaccion entre sus correspondientes
proteinas homologas, lin-12 (homélogo de Notch) y sel-12 (homdlogo de presenilin) (Levitan
& Greenwald, 1995). Los receptores NOTCH son proteinas transmembrana que se sintetizan
en el RE y, posteriormente, se procesan en el aparato de Golgi. Durante su maduracion, estos
receptores sufren un primer corte proteolitco en el sitiol (S1) y, tras ello, otro tipo de
modificaciones postraduccionales que constituiran finalmente al receptor heterodimérico
NOTCH que se localiza en la membrana plasmaética (Giaimo & Borggrefe, 2018). A nivel
molecular, tras la unién del ligando, los receptores NOTCH se activan para dar lugar a la
liberacién de un fragmento intracelular (NICD; del inglés, NOTCH Intracelullar Domain) que

desencadena una cascada de senalizacion.

El complejo PS/y-secretasa juega un papel muy importante en la sefializaciéon de Notch
y existen numerosas evidencias de ello. i) La inactivacién del complejo y-secretasa a través
de la delecion de alguna de sus subunidades (PS1/PS2, nicastrina o APH-1) reproduce el
fenotipo resultante tras la delecion de la proteina Notch (Donoviel y col. 1999; J. Li y col.
2003; May col. 2005). ii) En el knockout de PS1, no se produce el corte transmembrana de
la y-secretasa en el receptor NOTCH, ni la consecuente liberacién y traslocacion al nicleo
del fragmento NICD (De Strooper y col. 1999; Zhang y col. 2000). iii) Asimismo, las
mutaciones en PS asociadas a FAD impiden la formaciéon del NICD (Song y col. 1999). iv)
Ademas, en casos de LOAD, donde la edad avanzada es el principal factor de riesgo, se ha
demostrado que existe un decrecimiento en la actividad de PS/y-secretasa sobre el receptor

NOTCH (Placanica y col. 2009).

La sefializaciéon mediada por Notch interviene, a nivel cerebral, en varios procesos
biolégicos que, ademas, se ven seriamente comprometidos durante el desarrollo de la EA.
No obstante, laimplicacidn directa de esta via en la patogénesis de la enfermedad no ha sido
claramente demostrada (Zhang y col. 2013). Alguno de los procesos relacionados con Notch

son: la formacién de sinapsis, la neurogénesis, la formacién y estabilizaciéon de nuevos vasos
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sanguineos (angiogénesis) o el mantenimiento de la barrera hematoencefalica (BHE). (Brai
y col. 2014; Phng & Gerhardt, 2009; Reis & Liebner, 2013; Roca & Adams, 2007; Siekmann
& Lawson, 2007).

Todo ello, el papel del complejo PS/y-secretasa en la sefializaciéon de Notch y la alteracion
de muchos de los procesos biolégicos regulados por Notch en la EA, nos lleva a interesarnos

en el estudio de esta via de sefalizacién en dicha enfermedad.

4. ViA DE SENALIZACION DE NOTCH

La via de Notch es una ruta molecular evolutivamente conservada en organismos
invertebrados y vertebrados y tiene un papel clave en el desarrollo embrionario, en la
regulacion de la homeostasis de tejidos, asi como en el mantenimiento del fenotipo de
células madre en adultos. La ruta fue descubierta originalmente en la especie Drosophila,
donde el primer alelo mutante dio lugar a un ala “con muecas” (en inglés, notched)(L. K.

Phng & Gerhardt, 2009).

4.1. Receptores NOTCH

Los receptores NOTCH son sintetizados como precursores de cadena simple, se glicosilan
en el RE y posteriormente sufren un corte en la regidn S1, entre la subunidad extracelular
(NECD; del inglés, Notch Extracellular Domain) e intracelular (NICD), con el objetivo de
establecer entre ambas una uniéon de tipo no covalente. Esta proteoélisis convierte al
receptor en un heterodimero y se lleva a cabo gracias a la enzima furina en el aparato de
Golgi. La region NECD contiene entre 29-36 repeticiones en tdndem con una secuencia
similar a EGF (del inglés, Epithelial Growth Factor), necesaria para la interacciéon con el
ligando. Los residuos localizados en esta secuencia EGF son susceptibles de sufrir O-
glicosilaciones y esta modificacion modula, tanto la afinidad por los diferentes ligandos,
como la sefializacion de la via. Junto a las repeticiones EGF del NECD, aparece una region de
regulacién negativa (NRR; del inglés, Negative Regulatory Region) que garantiza la
inactividad del receptor en ausencia de ligando y, junto a esta, el fragmento transmembrana
(NOTCH-TM) que contiene el sitio de corte S3 donde actuara el complejor PS/y-secretasa.
Por otro lado, NICD contiene el dominio RAM (del inglés, RBPJ-Associated Module),
responsable de la interaccién con factores de transcripcion, fusionado a siete secuencias de
repeticion tipo ankirina, que a su vez se encuentran flanqueadas por dos secuencias NLS
(del inglés, Nuclear localizing signal). NLS dirige a NICD al nucleo, donde el dominio de
activacion transcripcional (TAD; del inglés, Transactivation Domain) activa la transcripcion.
Por ultimo, la regiéon C-terminal contiene una secuencia de residuos prolina (P), acido

glutdmico (E), serina (S) y treonina (T) (PEST) que favorece la rapida degradacién
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proteolitica del fragmento. (Fortini, 2009; Roca & Adams, 2007; Weng y col. 2004) (Figura
A5).

NECD NICD
A A
| RepeticionesEGF  NRR ! TM RAM  ANK TAD PEST!
(29-36) — E—— -
- =4 -i-— —
LRR HD 1 NLS NLS
S3

Figura A5. Esquema representativo de los dominios proteicos del rececptor NOTCH (figura de
elaboracion propia inspirada en Weng y col. 2004).

Mientras que en el genoma de Drosophila hay un unico receptor para NOTCH, y en C.
elegans existen 2, con funciones redundantes, en mamiferos hay hasta 4 paralogos de
NOTCH (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 Y NOTCH4) que presentan tanto funciones
redundantes como especificas. En concreto, un dato destacado es que el dominio TAD no
esta conservado en todos los receptores, pues s6lo se encuentra en NOTCH1 y NOTCH2. Este
hecho pone de manifiesto los diferentes mecanismos de activacion transcripcional usados

por las proteinas NOTCH.

La activacién de la via Notch requiere de la unién de diversos ligandos al receptor de
membrana. Dependiendo de la naturaleza de dichos ligandos, la regulacion de la via puede
clasificarse en regulacion candnica y no canénica, siendo la primera la mas representativa

(D’Souza y col. 2010).

4.2. Regulacion candnica de Notch

Para la activacion de la via candnica de Notch se requiere una interaccién entre el
ligando y el receptor de dos células vecinas yuxtapuestas (célula emisora y célula
receptora), por lo que los ligandos son, al igual que NOTCH, proteinas transmembrana. La

naturaleza de esta interacciéon permite una comunicacién muy focalizada (D’Souza y col.

2010).

4.2.1. Ligandos de la via candnica

Los ligandos de la via canénica pertenecen a la familia DSL (por sus proteinas homélogas
en Drosophila, Delta y Serrate, o en C.elegans, LAG-2). Se caracterizan por la presencia de
tres motivos estructurales: un dominio N-terminal DSL (Delta/Serrate/LAGZ2), encontrado

originalmente en las proteinas homdlogas de Drosophila y C. elegans, el dominio DOS (del
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inglés; Delta and OSM-11-like proteins), y el dominio EGF (con y sin capacidad de uni6n al

ion Ca2*). Tanto el dominio DSL como DOS estan especializados en la unién del receptor.

En mamiferos existen 5 ligandos para esta via, 3 ortélogos de Delta (DIl1, 3 y 4) y dos de
Serrate (Jagged1 y Jagged?2). Los ligandos DSL se clasifican segtin la presencia/ausencia de
un dominio rico en cisteinas (Jagged/Delta, respectivamente) (D’Souza y col. 2010; Kopan

& Ilagan, 2009).

4.2.2. Activacion de la via candnica

Para la activacién del receptor NOTCH se requieren una serie de cortes proteoliticos
secuenciales. Launién del ligando induce el primer corte en el sitio S2 de 1a proteina NOTCH
y queda a cargo de una enzima perteneciente a la familia de proteinas ADAM. El sitio de
corte S2 estd localizado unos 12 aminoacidos “aguas arriba” de la regiéon transmembrana
(NICD-TM). Este primer corte es un paso critico en la regulacion del procesamiento de
NOTCH, no obstante, hasta la fecha no sé conoce la enzima especifica dentro de la familia

ADAM encargada de llevarlo a cabo (Kopan & Ilagan, 2009).

El corte en el dominio extracelular de NOTCH da lugar al fragmento NECD que es
fagocitado por la célula emisora de la sefializacidn junto con el ligando al que se ha unido.
Por otro lado, tras este primer corte, se obtiene ademas un fragmento anclado a la
membrana plasmatica que recibe el nombre de NEXT (del inglés; Notch Extracellular
Truncation), el cual se convierte en el sustrato del complejo PS/y-secretasa. y-Secretasa
corta a NEXT dentro de la regiéon transmembrana (TMD, de inglés; Transmembrane Domain)
en el sitio de corte S3. Tras ello, NICD se transloca al nicleo donde, gracias a los dominios
RAM vy ankirina, interacciona con la familia de factores de transcripciéon CSL (CBF1/RBP]J,
Su(H), LAG1) y recluta a coactivadores (MAML1, del inglés; Mastermind) para inducir la
expresion de los genes diana de Notch, como la familia de genes HES (del inglés, Hairy and

Enhancer of Split) y HEY (del inglés, Hairy Ears, Y-linked)(D’Souza y col. 2010) (Figura A6).
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Figura A6. Activacion de la via candnica de Notch. Una vez traducida, la proteina Notch se glicosila
en el reticulo endoplasmatico (RE) y, a continuacion, en el aparto de Golgi tiene lugar el corte en el
sitio S1 mediado por la enzima furina. Tras este corte, el receptor se transporta a la superficie celular
en forma de heterodimero y se activa cuando se une a su ligando presente en la célula vecina (figura
de elaboracidn propia inspirada en Kopan y Ilagan 2009).
4.2.3. Interaccion ligando y receptor en la via canénica

Cuando el ligando y el receptor de dos células vecinas entran en contacto se produce una
interaccion tipo trans. En una interaccion trans el ligando se ubiquitina en su dominio
intracelular, lo que desencadena la endocitosis por parte de la célula emisora. La
internalizacion del ligando genera una tensién en el receptor que favorece la exposicién del

sitio de corte S2. La interaccién en trans de los ligandos de la via de Notch con sus receptores

provoca la activacién canénica de la via (Gordon y col. 2007).

Por otro lado, se ha visto que los receptores Notch pueden ser inhibidos por los propios
ligandos DSL presentes en la misma célula. Este proceso se conoce como interaccion cis de
la via Notch. La interaccién tipo cis reduce el nimero de receptores Notch disponibles para
la interaccién con otro ligando exterior, por lo que limita la capacidad de la célula de recibir
seflales de la célula vecina. De esta manera, la ratio entre la concentracion de ligandos y
receptores determinara la senalizacién que prevalece en cada caso. Una célula con mas
receptores que ligandos siempre tendra algin receptor Notch libre para interaccionar en
trans con un ligando. Por tanto, una célula estimuladora para la via Notch se define como

aquella que expresa un mayor numero de ligandos en relacién a los receptores, mientras
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que una célula receptora tendra una mayor proporcién de receptores (Del Alamo y col.

2011; Ladiy col. 2005; Sprinzak y col. 2010).

4.3. Regulacion no candnica de Notch

Aunque la activacién candnica de Notch regula un gran nimero de procesos bioldgicos,
esta via también se puede activar sin que exista una interaccién ligando-receptor entre dos
células yuxtapuesta. En esta linea, se han descrito los ligandos no canénicos de Notch, que
carecen del dominio DSL necesario para la interaccién con la regién extracelular del
receptor. Esta via de activaciéon no canénica también puede ser independiente del
procesamiento mediado por vy-secretasa, al igual que prescindir de la actividad

transcripcional mediada por CSL (Andersen y col. 2012; D’Souza y col. 2010).

Atendiendo a su naturaleza bioldgica, existe un amplio repertorio de ligandos no
canonicos: ligandos anclados a la membrana plasmatica, ligandos unidos al glicolipido GPI
(glicofosfatidilinositol), ligandos secretados al espacio extracelular etc. Estos ligandos son
tan heterogéneos porque para la activaciéon de la via no candnica no se necesita el
procesamiento enzimatico del receptor, s6lo que exista una desestabilizacidn para que este

se disocie (Andersen y col. 2012; D’Souza y col. 2010).

Estudios recientes han demostrado que Notch puede regular de forma no canénica la via
Wnt/3 catenina a nivel postraduccional. La via Wnt/f8 catenina contribuye a la angiogénesis
del cerebro y a la formacidon de la BHE, dos procesos biolégicos relacionados con la
vascultura cerebral tan sumamente afectada en los pacientes con EA (ver apartado 3.4).
Todo ello sugiere que la interaccion entra la via Notch- Wnt/f3-catenina puede tener un
papel muy destacado en la fisiopatologia de la EA (Andersen y col. 2012; Reis & Liebner,
2013).

5. LA VIA DE NOTCH EN LA REGULACION DE LA
ANGIOGENESIS

La via Notch puede modular la angiogénesis cerebral actuando a través de varios
mecanismos moleculares. Estos mecanismos moleculares se pueden resumir en dos vias de
seflalizacion: i) la inhibicién lateral, que depende del eje VEGF/DI114/NOCTH entre células
endoteliales yuxtapuestas y ii) conexién entre Notch y la via candnica de Wnt (Wnt/[3-

catenina). En este apartado se describira con detalle el mecanismo de inhibicién lateral

mediado por Notch.
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5.1. Inhibicion lateral mediada por Notch: eje VEGF /D114 /NOTCH

La comunicacidn a través de la via Notch entre células vecinas puede dar lugar, o bien al
mantenimiento de un fenotipo indiferenciado, o bien a la diferenciacién/especializacién de
un tipo celular en concreto. En funcién de la naturaleza de las dos células que entran en
contacto, esta sefializacion se denomina: induccion lateral (entre distintos tipos celulares)

o inhibicidn lateral (entre células semejantes) (Chiba, 2006; Gierer, 1974).

En la inhibicién lateral, la célula emisora expresa altos niveles del ligando de Notch, y
esto induce la activacién de receptores Notch en sus células vecinas. La activaciéon de Notch
en la célula vecina reprime la expresion de ligandos Notch, por un mecanismo de retro-
regulacién, amplificando asi el proceso de diferenciacién. Un ejemplo clasico de
diferenciacion celular en el que la inhibicion lateral cumple un papel muy importante es

durante la angiogénesis.

La angiogénesis es un proceso fisiolégico basado en la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de otros vasos preexistentes. En primer lugar, se forman “brotes” o
“ramas” (del inglés; sprouts) a partir de los cuales se inicia la proliferaciéon y la

diferenciacion de un nuevo vaso sanguineo (Betz y col. 2016).

En condiciones fisiolégicas o patoldgicas, cuando los niveles de oxigeno en un tejido
bajan, el metabolismo celular se ve comprometido. En estas circunstancias se activan
mecanismos transcripcionales, orquestados principalmente por el factor de transcripciéon
inducible por hipoxia HIF (del inglés, Hypoxia Inducible Factor), mediante los cuales se
liberan factores pro-angiogénicos al medio. El principal factor pro-angiogénico es VEGF (del
inglés, Vascular Endothelial Growth Factor). VEGF es el encargado de iniciar la proliferaciéon
de nuevos vasos sanguineos, asi como de promover un incremento en la permeabilidad
vascular (Chung & Ferrara, 2011; Fraisl y col. 2009) . Concretamente, VEGF-A es el miembro
mas destacado de la familia de VEGFs (que también incluye VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PGF).
Estos ligandos se unen a receptores de tipo tirosina-quinasa implicados en varias rutas de

sefializacion durante el proceso angiogénico (Betz y col. 2016).

Durante la angiogénesis, la formacién del sprouting angiogénico requiere de la
diferenciacion de las células endoteliales (CE) en varios fenotipos que permitiran estabilizar

los vasos sanguineos: fenotipo tip, stalk y phalanx.
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5.1.1. Fenotipos de las células endoteliales: tip, stalk y phalanx

e Células tip

Las células tips son las encargadas de emitir ramificaciones orientadas hacia la apariciéon
del estimulo hipoxico, por este motivo, se dice que presentan un fenotipo muy polarizado.
Las proyecciones de su membrana plasmatica constituyen el frente angiogénico y recuerdan
a la estructura de un cono axonal en crecimiento. En la cara opuesta al frente angiogénico,
la célula tip mantiene un contacto fisico con la célula endotelial vecina, con la que se
comunica (célula stalk) (Figura A7). Ademas, estas células tip se catacterizan por secretar
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP; del inglés, Matrix Metalloproteinases) que
facilitan la migracion celular al degradar los componentes del espacio extracelular. Otro
rasgo llamativo de estas células es que tienen bajos indices de proliferacién y que son
incapaces de formar el lumen del vaso sanguineo. El perfil genético de las células tip se
caracteriza por la expresion de: los receptores 2 y 3 de VEGF (VEGFR 2 y 3,
respectivamente), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B; del inglés;
Platelet Derived Growth Factor), Unc5, delta-like ligand-4 (DI114), neurofilina-1 (NRP1), y
otros (Benedito & Hellstrom, 2013; Betz y col. 2016; De Smet y col. 2009; Gerhardt y col.
2003).

Figura A7. Microscopia de fluorescencia de un
sprout angiogénico. La célula tip esta delimitada en
rojo y la célula stalk en verde (modificada de
Benedito y col. 2013).

Stalk

e Células stalk

Las células endoteliales stalk mantienen una comunicacion directa con las células tips, y
dicha comunicacién es responsable de la adquisicién de su identidad celular. A diferencia
de las células tip, estas tienen una alta tasa de proliferacion que permite elongar el sprouting
inicial y no presentan filopodios en su membrana plasmatica. Tampoco expresan MMP, sino
que secretan proteinas de la matriz extracelular con el fin de formar una membrana basal,
sobre la que se puedan anclar el resto de células que componen la pared del vaso y

estabilizar asi el vaso sanguineo incipiente. Ademads, son estas mismas células las
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encargadas de reclutar a los pericitos (células contractiles o murales que dan soporte a los
capilares sanguineos) (De Smet y col. 2009; Tetzlaff & Fischer, 2018). Se caracterizan por la
represion del receptor VEGF (Figura A8).

CélulaTip:
Dirige la formacion del nuevo
vaso

Célula Stalk: Presentan filopodios
Proliferacion Integran senales externas
Formaciondel lumen Invasiony migracion

Prodiiccion dematriz Alta produccion de ATP

extracelular

Alta actividad via VEGF
Baja actividad Notch

Alta actividad via Notch
Baja actividad via VEGF

Competicion
célula tip/stalk

== P

slula endotelial quiescen SF: -
Célula endotelia quiesce te Membrana basal Pericito

(phalanx)

Figura A8. Esquema representativo del sprout angiogénico. En la figura se muestran las
principales caracteristicas de los fenotipos celulares tip y stalk (modificada de Tetzlaf y col. 2018).

e Células phalanx

Las células phalanx son el conjunto de células quiescentes que se disponen en monocapa
formando la pared del vaso maduro. Estas células establecen entre ellas uniones estrechas
T]s (del inglés, Tight Junction) que permiten conducir el contenido que hay en el lumen. Al
igual que las células phalanx, son capaces de secretar y forma una membrana basal, sin
embargo, la capacidad de respuesta de este tipo celular a la sefalizacién dependiente de
VEGF es muy baja. La baja sensibilidad a la sefnalizaciéon de VEGF se explica porque, por un
lado, los niveles del factor angiogénico que alcanzan a estas células son muy bajos y, por
otro, porque su perfil de expresion génica (altos niveles de VEGFR1 soluble) no esta

optimizado para responder a dicha sefalizacién (De Smet y col. 2009; Mazzone y col. 2009).

5.1.2. Etapas del sprouting angiogénico
Los vasos sanguineos maduros estan constituidos en su mayoria por células endoteliales
quiescentes que, ante un estimulo hipoxico, fisiolégico o patoldgico, son capaces de

activarse para orquestar la formaciéon de un nuevo vaso sanguineo a través de un proceso
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llamado sprouting angiogénico que depende de la inhibicién lateral mediada por Notch

(Tetzlaff y Fischer, 2018). El proceso de sprouting angiogénico consta de tres fases: i) la
induccién de la célula tip; ii) la elogancién del sprout y iii) la formacién del lumen del nuevo

vaso.
¢ Induccion de la célula tip

Para que se inicie la formacién de un nuevo vaso sanguineo, se requiere la liberacion de
factores pro-angiogénicos por parte de los tejidos comprometidos, lo que se conoce como
“switch angiogénico” (Tetzlaff & Fischer, 2018). Diferentes estudios genéticos han
mostrado que el gradiente de VEGF es clave en el proceso de seleccion e induccion de una
célula tip. La uniéon de VEGF al receptor VEGFR2 promueve una cascada de sefializacion que
permite que una célula endotelial se diferencie y se convierta en una célula tip o célula
“lider”, al mismo tiempo que evita que sus células vecinas adquieran este mismo fenotipo,
convirtiéndolas en células stalk. Esta comunicacion entre la célula tip y su vecina recibe el
nombre de inhibicién lateral y depende de la sefializacién mediada por VEGF/DIl4/Notch
(Ribatti & Crivellato, 2012).

Las células tip estan expuestas a altos niveles de VEGF, lo que induce la expresién de D114
en dichas células. La unién de DII4 al receptor NOTCH1 en la célula vecina (futura célula
stalk) desencadena una serie de procesos proteoliticos del propio receptor que finalizan con
la liberacion del fragmento NICD. Este NICD se transloca al nicleo donde se une al complejo
proteico RBP] e induce la transcripcién de determinados genes: genes de la familia HES y
HEY. Ademas, la activacion de la via Notch en la célula stalk reprime la respuesta de esta al
factor pro-angiogénico al inhibir la expresion de VEGFR2. Este hecho impide que la
sefializacion mediada por DIll4 se active en la célula stalk, lo que supone un proceso de
retroalimentacion negativa que refuerza el fenotipo y la posicion de la célula tip e impide la

aparicién de varios frentes angiogénicos (Leslie y col. 2007; Thomas y col. 2013).

Pese a que la célula stalk mantiene bajos niveles de expresion del ligando Dll4, si que
presenta valores de expresidon basales, por lo tanto, para garantizar que durante la
comunicacion celular tip-stalk la célula tip no adquiera el fenotipo de stalk, existe un
mecanismo de regulacion adicional que depende de otro ligando del receptor Notch,
Jagged1. Este ligando, expresado en la membrana plasmatica de las células stalk, desplaza
al ligando DIl4 uniéndose a Notch1 en las células tip, bloqueando la cascada de sefializacién
desencadenada por dicho receptor. En definitiva, otra diferencia a nivel de expresion génica

entre las células tip y las stalk radica en los niveles de Jagged1 (alto en el fenotipo stalk y
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bajo en las células tip) y D114 (alto en el fenotipo tip y bajo en las células stalk) (Blanco &
Gerhardt, 2013) (Figura A9).
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Figura A9. Esquema de la sefalizaciéon bidireccional entre la célula tip/stalk (figura de
elaboracion propia inspirada en Blanco y col. 2013).

Hay experimentos que demuestran que la inhibicion parcial de la sefalizacion
D114 /Notch es suficiente para dar lugar a una angiogénesis patolégica en la que, no sélo no
llegan a formarse nuevos vasos funcionales, sino que los vasos preexistentes se
desensamblan convirtiéndose en vasos no conductores. Esta angiogénesis anémala recibe
el nombre de angiégenesis no productiva (NPA; del inglés, Non Productive Angiogenesis)

(Noguera-Troise y col. 2007; Ridgway y col. 2006; Suchting y col. 2007) (Figura A10).
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Figura A10. Angiogénesis no productiva en una retina de un ratéon heterocigoto para
DI1l4. En el panel de la izquierda se muestra la retina de un ratén control (WT) y a la derecha
se muestra la retina de un ratén DIl14+/-, marcadas con isolectina B4 (IB4). La flecha indica el
aumento de sprouting en el frente angiogénico del ratén heterocigoto. a: arteria; v: vena
(figura tomada de Sutching y col. 2007).

o Elongacion del sprout

Durante la elongacion del sprout, 1a célula tip migra siguiendo las sefiales de atraccién o
repulsion que se liberan al medio y, en este proceso, se ve acompanada por las células stalk,
quienes, a pesar de no tener esa capacidad migratoria, proliferan para mantener en todo
momento la conectividad entre el vaso parental y la nueva ramificacién formada (Herbert

& Stainier, 2011).
e Formacion de lumen

Existen varias hipétesis que pretenden explicar la formacién del lumen vascular. Una de
ella se basa en que el lumen es el resultado de la fusién de muchas vacuolas intracelulares e
intercelulares en las células stalk (De Smet y col. 2009; Kamei y col. 2006). En cuanto a la
segunda hipotesis, estudios mas recientes plantean que la presion sanguinea procedente del
vaso parental ejerceria una fuerza hemodinamica sobre la membrana apical de las células
endoteliales que modificaria su estructura y provocaria una invaginaciéon en las células

stalk, impulsando asi la formacién del lumen (Betz y col. 2016; Gebala y col. 2016).

6. HIPOXIA

Los factores de riesgo modificables en la EA incluyen patologias sistémicas donde el
aporte de oxigeno y nutrientes se ve seriamente comprometido (ver apartado 1.4.2.). Por
ello, la hipoperfusién y la hipoxia podrian cumplir un papel importante en la fisiopatologia

de la EA (Zlokovic, 2011).

6.1. Regulacion de la concentracion de oxigeno
Cuando los niveles de oxigeno en una célula son bajos, debido a que el aporte de oxigeno

estd siendo inferior a la demanda o porque el consumo esta siendo excesivo, nos
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encontramos ante una situacién de hipoxia. La hipoxia puede darse en condiciones
fisiolégicas o en determinadas patologias como en el infarto agudo de miocardio, el ictus o

durante la formacion de tumores sélidos.

Las células cuentan con una maquinaria de sefializacién que les permite adaptarse
cuando la concentracién de oxigeno en el medio es baja. El factor de transcripcién por
excelencia en la respuesta celular a la hipoxia es HIF (del inglés, Hypoxia Inducible Factor).
Ante la caida de los niveles de oxigeno, HIF se estabiliza y activa un programa
transcripcional que, por un lado, favorece el aporte de oxigeno y, por otro, permite la
adaptacion de la célula al ambiente hipéxico. Las dianas de HIF mas conocidas son
precisamente genes implicados en la formaciéon de nuevos vasos sanguineos como VEGF,
MMP1, PDGF o Cxcr4 (del inglés, C-X-C Chemokine Receptor type 4) (Kaelin & Ratcliffe, 2008;
Semenza, 2010).

6.2. Hipoxia enla EA

Estudios epidemioldgicos recientes han demostrado un aumento del riesgo de padecer
demencia y EA en aquellos pacientes en los que previamente existian enfermedades
sistémicas que cursan con hipoxia, como la EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva

Croénica), apnea del suefio o enfermedades cardiovasculares como las arritmias (Love &

Miners, 2016; Rusanen y col. 2013; Yaffe y col. 2011).

En concreto, la hipoxia a nivel cerebral aumenta considerablemente el riesgo de padecer
demencia o EA (Zhang & Le, 2010). La hipoxia cerebral puede ser el resultado de un dafio
agudo, como un traumatismo craneoencefalico o un ictus cerebral (Altieri y col. 2004;
Schneider y col. 2021), o de un proceso cronico que conlleve una disfuncién del sistema
vascular a nivel del SNC (Zlokovic, 2011). De hecho, se han detectado muchos rasgos
histopatolégicos a nivel cerebral que precisamente evidencian una disfuncion
cerebrovascular en la EA. De acuerdo con la hipétesis vascular en la EA, la disfuncion
cerebrovascular puede ser dependiente o independiente de la acumulacién de A en el
parénquima cerebral. Algunos de los cambios vasculares independientes de A} son: i)
degeneracion y pérdida del revestimiento de pericitos en los capilares cerebrales (Dalkara
y col. 2011; Uemuray col. 2020); ii) alteracion funcional de los distintos tipos celulares que
componen la unidad neurovascular (UNV) (neurona, microglia, astrocitos, pericitos y
células endoteliales) que se encarga de acoplar el flujo sanguineo a la actividad neuronal
(Figura A11); iii) dafio de la BHE y iv) reduccién en el CBF, etc. En cuanto a los cambios
vasculares inducidos por el péptido amiloide, se encuentran: i) efecto vasoconstrictor en la
vasculatura cerebral mediado, posiblemente, por la generacién de endotelina-1 (ET-1); ii)

activacion de una respuesta de estrés oxidativo en la vasculatura cerebral; iii) alteracion de
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la contractilidad de las células musculares de capilares pequefios, lo que compromete
seriamente el acoplamiento neurovascular y el aclaramiento del péptido amiloide (dando
lugar a CAA o depdsito de AP en las paredes de los vasos). En conclusidn, las alteraciones
vasculares asociadas a la EA se pueden simplificar en la alteraciéon de los componentes

celulares de la UNV y en la reduccion del CBF (Kisler y col. 2017; Love & Miners, 2016).

El papel que puede llegar a cumplir la hipoxia y la disfuncién vascular en la fisiopatologia
de la EA ha quedado también de manifiesto en estudios dirigidos a la busqueda de
marcadores preclinicos. Un ejemplo de ello es el trabajo dirigido por Iturria y col. donde se
demostré que el dafio vascular es el primer evento patolégico que aparece durante el curso
de dicha patologia (Iturria-Medina y col. 2016). Este estudio se llev6 a cabo mediante el uso
de pruebas de imagen a nivel cerebral y de marcadores proteicos presentes en el plasma
sanguineo y el CSF de pacientes controles o con EA en diferentes estadios. Dentro de los
marcadores proteicos, los que mejor correlacionan con el curso de la enfermedad son
aquellos que estan implicados con la respuesta vascular (FABP; del inglés, Fatty Acid Binding
Protein; Apolipoproteina A, VEGF..) o con la respuesta inflamatoria (TNFR, S100-B,

interleuquinas...).
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Figura A11. Esquema representativo de los componentes de la UNV (figura modificada de
Cheny Liu, 2011).

En paralelo, se ha estudiado el efecto que tiene un estimulo hip6xico sobre las rutas de
seflalizacion mas estudiadas en la fisiopatologia de EA: acimulo de AB y de P-Tau. Aunque
son muchos los experimentos que sugieren que la hipoxia modula la expresién de las
enzimas implicadas en el procesamiento y el aclaramiento de ABPP, potenciando la
expresion de aquellas proteinas relacionadas con la via amiloidogénica (BACE-1, PS1,

Nicastrina, APH1...) (Li y col. 2009; Pluta y col. 2013; Sun y col. 2006; Wang y col. 2006) o
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reduciendo los niveles de proteinas implicadas en el transporte de A (neprilisina) (Lall y
col. 2019), un estudio llevado a cabo en nuestro laboratorio (Serrano-Pozo y col. 2017)
mostré argumentos en contra de que la hipoxia potencie el procesamiento amiloidogénico
de ABPP . En cuanto a la acumulacién de la proteina fosforilada P-Tau, se ha publicado que
la hipoxia puede activar a la quinasa regulada por sefializacion extracelular (ERK, del inglés;
Extracellular-signal Regulated Kinase) y esta enzima seria la responsable de incrementar los

niveles de fosforilacidn de la proteina Tau (Fang y col. 2010).

6.3. Hipoxia e inflamacion

En los tejidos sanos, la concentracion de O; oscila entre el 2.5 y el 9%. No obstante, en
condiciones patolégicas, o ante un proceso inflamatorio, hay una caida en los niveles de
oxigeno debido a un posible dafio vascular o a un incremento en la actividad metabdlica. En
concreto, durante un proceso inflamatorio, la hipoxia se debe a un metabolismo celular mas
intenso a causa de la presencia de agentes patégenos, o a la alta tasa de infiltracién en el
tejido inflamado. Por tanto, y segin estan mostrando numerosos estudios, la inflamacién
puede dar lugar a un ambiente hipéxico. De hecho, las células del sistema inmunitario innato
como neutréfilos o macréfagos son capaces de adaptarse a los bajos niveles de oxigeno y
esta seflal hipdéxica promueve un cambio metabdlico que garantiza su correcto

funcionamiento (Giatromanolaki y col. 2003; Imtiyaz & Simon, 2010).

Del mismo modo que la inflamacién causa hipoxia, la bajada en la concentracién de
oxigeno puede acarrear un proceso inflamatorio. Personas que pasan un periodo de tiempo
en elevada altitud, experimentan un incremento en los niveles de citoquinas inflamatorias
circulantes. Ademas, este lazo bidireccional entre hipoxia e inflamacién tiene relevancia
clinica pues se ha demostrado que durante el trasplante de 6rganos la isquemia incrementa

el riesgo de inflamacién y de rechazo (Kriiger y col. 2009).

6.3.1. Hipoxia e inflamacion en la EA

A lo largo de la historia, el cerebro ha sido considerado un drgano inmunoprivilegiado,
en el que la inflamacién sé6lo podia darse de manera directa mediante la infiltracién de
patdgenos, o por la rotura de la BHE y la consecuente invasion de las células inmunitarias
periféricas. Sin embargo, se ha demostrado la existencia de receptores PRR (del inglés,
Pattern Recognition Receptor) en las células residentes del SNC. Estos receptores detectan
tanto moléculas especificas de patégenos (PAMP; del inglés, Pathogen-Associated Molecular
Patterns), como moléculas asociadas con estrés o dafio tisular (DAMP; del inglés, Danger-
Associated Molecular Patterns). Un ejemplo de DAMPs localizados en el cerebro durante el

curso de una enfermedad neurodegenerativa son los depdsitos proteicos o las proteinas mal
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plegadas (AP, a-sinucleina, huntingtina mutada, superéxido dismutasa mutante u oxidada,

priones...) (Hane y col. 2017; Heneka y col. 2014).

La inflamacién es una respuesta comun en la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas, e implica una participacién activa del sistema inmune innato del SNC,
regulado principalmente por la microglia y la astroglia (Ginhoux y col. 2015). Estas células
gliales, en respuesta a antigenos o DAMPs, liberan una serie de mediadores inflamatorios
con funciones quimioatractivas, fagociticas, citot6xicas y reguladoras de linfocitos T (Ubogu
y col. 2006) con el objetivo de revertir el dafo y recuperar las condiciones fisioldgicas del
tejido, en este caso, el parénquima cerebral (D4 Mesquita y col. 2016; Gonzalez y col. 2014;
Liuy col. 2014). Sin embargo, la particularidad de la respuesta inflamatoria en la EA es que
la exposicién al antigeno (deposito de AB) es continuada en el tiempo, por lo que se
desencadena un proceso infamatorio crénico que puede ocasionar la disfuncién y/o muerte

neuronal.

Por otro lado, la hipoxia tiende a potenciar la respuesta inflamatoria alterando los
niveles de expresién de moléculas quimiotacticas en neutréfilos y monocitos, aumentando
la supervivencia de las células del sistema inmunitario y favoreciendo la infiltracién de estos
tipos celulares hacia el foco hipoxico (Bosco y col. 2006; Grimshaw & Balkwill, 2001;
Walmsley y col. 2005). Segin esta premisa, en el cerebro de un paciente con EA, donde la
respuesta hipoxica e inflamatoria estan activas, podria darse un lazo de retroalimentacion
positiva entre ambas respuestas que exacerbara ain mas la neuroinflamaciéon descrita en

esta patologia (Lall y col. 2019).

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que la neuroinflamacién esta
implicada en la patogénesis de la EA. Por ejemplo, el uso de antiinflamatorios no esteroideos
reduce el riesgo de padecer EA. Ademas, diferentes escenarios clinicos donde existe una
potente respuesta inflamatoria, como una infeccién sistémica (septicemia, periodontitis
etc), la obesidad y una actividad fisica reducida, aumentan considerablemente el riesgo de
padecer EA (Heneka et al., 2014). Por otro lado, estudios genéticos masivos como son los
GWAS ponen de manifiesto el papel que la microglia y la neuroinflamacién cumplen en la
fisiopatologia de la EA, pues mutaciones en genes microgliales como TREMZ suponen un
incremento del riesgo de padecer EA de 3 a 4.5 veces. Se han registrado otras mutaciones
en genes microgliales como CR1, HLA-DRB1, CD33 MS4A6Ay BIN1, que también predisponen
a sufrir EA, aunque con una menor penetrancia que las mutaciones en TREMZ2 (Dansokho &

Heneka, 2018; Karch y col. 2014b; Lambert y col. 2013a).

34



INTRODUCCION

En los pacientes y modelos animales de EA, la microglia se dispone alrededor de las
placas de AB. El acimulo de células inmunitarias organizadas en torno a una placa amiloide
puede desencadenar un cuadro de hipoxia local (hipoxia inflamatoria) debido, por un lado,
alaalta demanda energética de estas células y, por otro, a un suministro de oxigeno limitado
a consecuencia de una alteracion de la morfologia y la funcién de los vasos sanguineos (De

Smet y col. 2009; Eltzschig & Carmeliet, 2011) .

La microglia que se organiza alrededor de los depodsitos amiloides tiene un
comportamiento y una morfologia muy similar a las células derivadas de monocitos. Esta
microglia préxima a la placa contiene A citoplasmatico, producto de la fagocitosis mediada
por diversos receptores de superficie (receptores del complemento, receptores Fc, CD36,
B1), y muestra cambios morfolégicos como el aumento de tamafio del soma y la reduccion
de las prolongaciones (D’Andrea et al., 2004). En otras enfermedades neurolégicas como el
ictus isquémico, la microglia también tiene una funcién fagocitica muy importante, pues
estas células inmunitarias responden a la liberaciéon de proteinas del suero en el
parénquima cerebral, lo que tiene un efecto quimiotactico. Una vez recluidas en la zona
infartada, la microglia fagocita a las células endoteliales alterando de este modo la BHE

(Jolivel y col. 2015).

En condiciones fisioldgicas, la funcidn fagocitica de la microglia también cumple un papel
importante ya que interviene el mantenimiento de los nichos de células madre neuronales
en la zona subgranular (SGZ; del inglés, Subgranular Zone) del hipocampo. En este caso, la
microglia se encarga de fagocitar los neuroblastos que entran en apoptosis antes de
incorporarse en la red neuronal, y esta fagocitosis se lleva a cabo mediante la formacién de
bolsillos (pouches) en las terminaciones de las proyecciones microgliales, sin involucrar al

soma de la célula (Amanda y col. 2010).

7. SISTEMA VASCULAR Y EA

Numerosos hallazgos demuestran que la disfuncién neurovascular es un factor clave en
la patogénesis de la EA. Entre estos hallazgos se encuentran: la comorbilidad entre
enfermedades cerebrovasculares y EA, la asociacion entre ateroesclerosis y EA, la
correlaciéon entre el deterioro cognitivo y la CAA, la existencia de una angiogénesis
insuficiente en el cerebro de los pacientes con EA y la alteracion en el aclaramiento de
toxinas y agregados proteicos del parénquima cerebral a través de la BHE, entre otros

(Nelson y col. 2016).
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7.1. Angiogénesisy EA

Curiosamente, las placas amiloides de pacientes y de modelos murinos con EA acumulan
marcadores hip6xicos y angiogénicos entre los que se encuentra VEGF (Grammas y col.
2011; Kalaria y col. 1998; Pogue & Lukiw, 2004; Tang y col. 2013; Thomas y col. 2015; Yang
y col. 2004). El incremento en los niveles de VEGF es una sefal fisioldgica que promueve la
formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). Aunque la hipoxia es el principal
inductor de la angiogénesis al incrementar los niveles de VEGF via HIF, hay datos que
indican que algunas citoquinas proinflamatorias como IL-1{, liberadas por las células
microgliales que rodean a la placa, también podrian modular los niveles de VEGF (Pogue &
Lukiw, 2004). No obstante, a pesar de la existencia de una sefializacién pro-angiogénica, la
microvasculatura cerebral estd considerablemente reducida, especialmente alrededor de
las placas de AP, tanto en el cerebro de pacientes como de modelos murinos con EA (Kawai
y col. 1990; Kawai y col. 1992; Kouznetsova y col. 2006; Sengillo y col. 2013). Este hallazgo
sugiere que el proceso de angiogénesis, a pesar de encontrarse inducido, no se esta
completando de forma satisfactoria entorno a los depésitos amiloides en la EA. Por dicho
motivo, en el presente proyecto de investigacién nos centraremos en el estudio del sistema
vascular y su implicacién en la EA como un nuevo mecanismo fisiopatolégico responsable

del dafio cerebral.

8. TRABAJO PREVIO DEL LABORATORIO

En el laboratorio se han llevado a cabo estudios previos con el objetivo de investigar la
relacion que guarda la hipoxia y la EA ya que, como se ha descrito, muchas enfermedades
que cursan con una bajada en los niveles de oxigeno y nutrientes aumentan el riesgo de
padecer Alzheimer (Livingston y col. 2017; Rusanen y col. 2013; Yaffe y col. 2011; Zlokovic,
2011). Ademas, la hipoperfusion cerebral es una caracteristica temprana en el cerebro tanto
de pacientes (Love & Miners, 2016; Ruitenberg y col. 2005), como de modelos animales de
EA (Iadecola, 2004; Niwa y col. 2002a; Niwa y col. 2002b), lo que sugiere que el cerebro se
encuentra en condiciones de hipoxia. Siguiendo con esta hipotesis, en nuestro laboratorio
se midieron los niveles de expresién de HIF1a en muestras de hipocampo de pacientes con
EA, tanto a nivel de ARNm, mediante quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction (qQRT-PCR), como a nivel de proteina, mediante western blot (WB), observandose
un incremento en la expresiéon que correlaciona con el curso de la enfermedad. (Figura

A12).
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Figura A12. Medida de expresion de HIF1a a nivel de ARNm y de proteina en muestras de
hipocampo de controles y pacientes de EA. El panel izquierdo muestra los niveles de ARNm de
HIF1a estimados por qRT-PCR. Cada punto representa valores individuales. Se us6 GAPDH como
gen control (n=46 muestra de EA/Control; F=7,124; p = 0,0681; test de Kruskal Wallis) EI panel
central muestra los niveles de HIF1a medidos por Western Blot en extractos de proteinas. Se usé
B-actina ($-ACT) como control de carga y se utilizé un extracto de células HeLa expuestas a hipoxia
(1% 02, 4h) como control positivo para identificar el peso molecular HIF1a. La grafica de la derecha
de cajas y bigotes muestra la cuantificaciéon del WB usando medidas relativas a $-ACT (n = 35
muestras de EA/control; F = 15,78; ** p < 0,01; test de Kruskal Wallis). En ambos experimentos se
usaron muestras de extractos de hipocampo humano de sujetos controles (C; Braak I; azul), y en
estadios de Braak Il (EA II; verde); III-IV (EA III-IV; marrén), y V-VI (EA V-VI; morado).

Por otro lado, teniendo en cuenta que las células del sistema inmunitario son muy
sensibles a las concentraciones de oxigeno, se decidi6 estudiar la respuesta de la microglia
(el sistema inmunitario innato del cerebro) frente a esta hipoxia descrita en el cerebro
durante la EA. Asi, se obtuvo una firma genética con todos aquellos genes que se encuentran
sobreexpresados en la microglia en condiciones de hipoxia. Para ello, inicialmente se
expusieron cultivos primarios de microglia de ratén a condiciones de normoxia (21% 0z) o
de hipoxia (1% O2) durante 6 horas y, a continuacion, se realiz6é un microarray con el que se
obtuvo el listado de genes diferencialmente expresados (DE) en la microglia ante la bajada
de la concentracién de O». El listado de genes resultante constituia nuestra HMM (del inglés,
HIF1/Hypoxia-induced Microglial Module) y fue incorporado en una base de datos de
ontologia de genes como es GSEA (del inglés, Gene Set Enrichment Analysis). GSEA recibe
como “entrada” los datos crudos de un analisis de expresion diferencial y lleva a cabo un
andlisis de ontologia de genes mediante el cual identifica los procesos bioldgicos o gene sets
mas relevantes en la comparativa de estudio. En nuestro laboratorio, se utilizaron los datos
de microarray de células microgliales pertenecientes a tres modelos de EA que acumulan
depositos amiloides como son APP-PSEN1/+ (Orre y col. 2014a); 5xfAD (Wang y col. 2015),
ambos publicados en el repositorio GEO (del inglés, Gene Expression Omnibus), y APP75:SL/+
(en colaboracién con el grupo del Dr. Javier Vitorica del Instituto de Biomedicina de Sevilla).

Tras el andlisis de ontologia de genes realizado por GSEA, obtuvimos que la categoria
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funcional mas representativa en la microglia de los modelos de EA que acumulan los

depositos amiloides es la HMM (Figura A13).
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Figura A13. Estudios de enriquecimiento funcional de la firma hipéxica (HMM) en microglia
aislada en diferentes modelos animales de EA mediante GSEA. En los paneles A, By C se
muestra el enriquecimiento de la firma HMM en tres modelos murinos de EA que acumulan A
(APP-PSEN1/+; APP75:SL/+ y 5xFAD) en relacién al grupo control. En el panel D se representa el
enriquecimiento de la firma HMM en el modelo APP75:SL/+ en relacién al modelo de EA
MAPTp.P301S, lo que confirma que la firma hipdxica es especifica de la microglia en los modelos
que acumulan el péptido amiloide.

Para cerciorarnos de que la firma hipéxica es una respuesta especifica de la microglia
cuando se acumula AP, realizamos analisis de ontologia de genes por GSEA en la microglia
de modelos de EA que no acumulan el péptido amiloide como el modelo MAPTp.P301S, en
el que se acumula la proteina asociada a microtubulos en su forma fosforilada (P-Tau) (en
colaboracién con el grupo del Dr. Javier Vitorica del Instituto de Biomedicina de Sevilla), asi
como en la microglia de otros modelos de enfermedades neurodegenerativas diferentes a la
patologia de Alzheimer: modelo de ELA (Chiu y col. 2013) y microglia envejecida (Hickman

y col. 2013). En ningln caso la HMM se encontraba dentro de las categorias funcionales mas
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destacadas, lo que demuestra que la hipoxia microglial es una respuesta especifica ante los

depositos amiloides que se generan en la EA.

Tras estudiar la respuesta hipdxica microglial (HMM) en las placas amilodies, se valido6 a
nivel histoquimico la presencia de un microambiente hip6xico en dichas regiones. Para ello,
en el cerebro de ratones APP-PSEN1/+ de 8 meses de edad se utiliz6 un marcador de hipoxia,
pimonidazol (Raleigh y col. 1999) y se colocaliz6é con marcadores de placas amiloides de
nucleo denso (Tio-S). Los resultados demuestran la existencia de una hipoxia local
alrededor de las placas de A que justificaria la presencia de marcadores hipéxicos yla HMM
en la EA. (Figura A14). Finalmente, en el laboratorio hemos comprobado que la hipoxia
microglial, al igual que las mutaciones de riesgo descritas en la microglia durante la

enfermedad, disminuyen su capacidad defensiva y aumentan la patologia.
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Figura A14. Las placas de Af son areas hipéxicas. Secciones coronales representativas de
cerebros de ratones APP-PSEN1/+ de 14 meses de edad tratados con Hypoxiprobe (Pimonidazole
HCl; 60 mg/kg intraperitoneal; 45 min) que muestran hipoxia (marrén; inmunoperoxidasa; DAB)
en la proximidad de las placas de AP tefiidas con Tio-S (verde). El recuadro punteado aparece
ampliado en el panel inferior. Las barras de escala son de 100um y 25um respectivamente en las
imagenes de bajo y alto aumento.
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La enfermedad de Alzheimer tiene una alta prevalencia en la poblacién mundial con mas
de 35 millones de afectados (OMS 2020), sin embargo, los sintomas aparecen cuando la
patologia estd establecida en el cerebro, lo que dificulta la bisqueda de marcadores
diagndsticos y de estrategias terapéuticas que traten la etiologia de la enfermedad.
Actualmente disponemos de fArmacos que actiian a nivel sintomatico, compensando los
niveles de diferentes neurotransmisores que se alteran durante la pérdida neuronal
(acetilcolina y glutamato)(Kumar y col. 2018; Muiioz-Castro y col. 2020). En las ultimas
décadas, la mayoria de las terapias se han centrado en uno de los principales rasgos
histopatolégicos de la enfermedad, la patologia amiloide, no obstante, los beneficios de la
terapia no han conseguido superar los riesgos, lo que cuestiona la validez de la hipotesis

amiloide en la EA (Mufioz-Castro y col. 2020).

Ante el fracaso de las nuevas terapias, ha sido necesario recurrir a estudios genéticos
masivos, estudios epidemioldgicos y estudios basados en el analisis de datos clinicos (data-
driven) con el objetivo de indagar en el caracter multifactorial que subyace a la EA (Iturria-
Medina y col. 2016; Sancesario & Bernardini, 2018). En esta linea, se ha demostrado que la
desregulacion vascular, con una reducciéon del CBF y de la captacion de glucosa, es la
primera alteracion cerebral que tiene lugar en estadios preclinicos de la EA (Iturria-Medina
y col. 2016). Ademas, segin estudios epidemioldgicos, en torno al 50% de pacientes
diagnosticados con EA tienen comorbilidades vasculares asociadas como arteriosclerosis,
ateroesclerosis o microinfartos que les predisponen a padecer EA (De La Torre, 2004;
Sweeney y col. 2015; Zlokovic, 2011). Debido a ello, el papel de la vasculatura cerebral esta

cobrando gran importancia en la EA y constituira la linea de investigacion de este trabajo.

El cerebro de pacientes con EA acumula marcadores angiogénicos, entre los que se
encuentra VEGF, el factor angiogénico por excelencia (Desai y col. 2009; T. Thomas y col.
2015). En condiciones fisioldgicas, VEGF se secreta ante un estimulo hipéxico y son muchos
los estudios que describen la existencia de una respuesta hipoxica en el cerebro de pacientes
con EA (De La Torre, 2004; March-Diaz y col. 2021; Zlokovic, 2011). En un trabajo publicado
recientemente en nuestro laboratorio (March-Diaz y col. 2021), hemos demostrado que la
ABAM (del inglés, plaque AB-Associated Microglia), las células que constituyen la primera
linea de defensa y rodean los depoésitos amiloides en modelos de EA, presentan una firma
molecular hipoxica (HMM) que no se identifica en otros modelos de EA o de
neurodegeneracion que no acumulan el péptido Af (March-Diaz y col. 2021). Este resultado
revela que la formacién de la placa de AB genera un microambiente hipdxico, en lugar de

tratarse de una respuesta hipoxica generalizada.
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La presencia de una respuesta hipoxica local y la consecuente liberacion de factores y
mediadores relacionados con el proceso angiogénico (VEGF, trombina, integrinas...)
sugieren una asociacion directa entre la EA y la angiogénesis (Grammas y col. 2011). Sin
embargo, a pesar del incremento de factores angiogénicos detectado en el cerebro de
Alzheimer, no existen evidencias de crecimiento vascular en este contexto. Contrariamente,
se ha observado una reduccién de la densidad vascular, llegando a describirse incluso
“agujeros vasculares” en relacion a las placas de A (Kawai y col. 1990; Kawai y col. 1992;

Kouznetsova y col., 2006; Sengillo y col. 2013; Steinman y col. 2021).

En base a lo anteriormente expuesto, este trabajo propone como objetivo principal
dilucidar la aparente paradoja descrita en el cerebro de Alzheimer, donde residen
simultaneamente estimulos angiogénicos y una reduccién de la microvasculatura cerebral.

Nuestra hipdtesis de trabajo propone que la creaciéon de una placa de Af da lugar a la

formaciéon de un microambiente hip6xico, dadas sus caracteristicas fisicas- acimulo de
proteinas en el espacio extracelular, lo que podria desplazar los vasos existentes- y el
reclutamiento de células gliales- dada su alta actividad generarian hipoxia inflamatoria. El
desarrollo de hipoxia local provocaria la induccién de factores angiogénicos de forma
focalizada, asociados a la formacién de estos depdsitos amiloides. A continuacidn, sera
necesario estudiar la vasculatura cerebral para identificar los mecanismos moleculares que
subyacen en este contexto y, finalmente, disefiar estrategias terapéuticas que nos permitan
abordar la EA desde otra perspectiva molecular. Para ello, planteamos los siguientes

objetivos especificos:

Objetivo 1. Estudiar el microambiente hipo6xico y la angiogénesis en la placa amiloide de
modelos y pacientes de EA.
Objetivo 2. Estudiar la vasculatura cerebral en modelos de EA que acumulan Ap.
2.1. Estudiar los mecanismos moleculares implicados en el dafio vascular cerebral
observado en modelos de EA.
2.2. Disefiar abordajes terapéuticos que puedan revertir el dafio vascular observado

en torno a las placas amiloides.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.1. Mantenimiento y cuidados generales

Todos los ratones usados en el estudio se mantuvieron en espacios cerrados,
controlando asi las condiciones de temperatura (22 +* 22C) y humedad (55%), y con
acceso a alimentaciéon y agua ad libitum. Ademads, se establecieron ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas (8 am- 8pm). Los animales fueron manipulados de acuerdo
con las pautas de cuidado animal del Consejo de la Comunidad Europea (86/60/CEE) y con
las normas del comité ético del Hospital Universitario Virgen del Rocio. En el caso de los
ratones que requerian una dieta especifica con tamoxifeno (TMX) (400 mg de citrato de
tamoxifeno por kg; Envigo) para activar la recombinacién mediada por la enzima CRE
(Cre::ERT2), se les aliment6 durante 30 dias cuando cumplian 1 mes de edad. El sacrificio
de los animales se realiz6 mediante la inyeccién intraperitoneal de una dosis letal
(60mg/kg) de Tiobarbital (Braun) al 5% p/v en solucién salina (Fresenius Kabi Espafa
S.A).

1.2. Lineas utilizadas
El objetivo de esta tesis doctoral es profundizar en la fisiopatologia de la EA, por lo que
los animales de investigacién que se han usado mayoritariamente son modelos murinos que

reproducen los rasgos histopatolégicos de dicha enfermedad.

Por otro lado, en estos animales ha sido necesario incorporar herramientas genéticas
que nos permiten generar deleciones o marcar la expresion de un gen. Todas las
construcciones genéticas disefiadas para este fin se basan en la tecnologia CRE/LoxP. La
enzima CRE tiene actividad recombinasa, por lo que reconoce los sitios LoxP insertados en
el genoma, corta en dicha region, elimina la secuencia comprendida entre ambos y vuelve a
unir el material genético (Sauer, 1998). Aprovechando este mecanismo, los dos sitios LoxP
se han ubicado, o bien dentro de un exén, o bien flanqueando una secuencia STOP en un gen
especifico. La recombinacién entre los sitos LoxP va a depender de la expresion de la CRE,
que se activara solamente en aquellos tipos celulares en los que el promotor que la regula
se exprese. Ademas, en nuestro caso, la CRE esta fusionada a un receptor de estrégenos, lo
que permite que la recombinacion sélo tenga lugar cuando los animales son tratados con un
antagonista de estrégenos, tamoxifeno(Forde y col. 2002). En definitiva, se trata de una
herramienta potente que nos permite decidir donde y cuando se modifica la expresion de

un alelo silvestre.
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Ademas, se han usado otros modelos murinos de enfermedades neurolégicas
(modelo experimental que reproduce la comorbilidad entre la diabetes tipo 2 y la EA o un

modelo de esclerosis multiple) con el objetivo de realizar estudios comparativos con la EA.

1.2.1. Modelos genéticos de EA
e APP-PSEN1(APPswe,PSEN1dE9)

Raton doble transgénico heterocigoto que sobreexpresa, por un lado, la isoforma 695 de
la proteina precursora amiloide (APP695), con tres residuos modificados para asemejarse
ala proteina humana (Mo/HuAPP695) y la mutacion Swedish (K594N/M596L), descrita en
casos de Alzheimer familiar, y por otro, la proteina Presenilina 1 de humano con una
delecién del ex6n 9 (PSEN1dE9), asociada también con casos de Alzheimer familiar (Crook
y col. 1998). Ambas mutaciones estan bajo el control del promotor de la proteina prionica
de raton (Prnp), lo que dirige su expresion a las neuronas del SNC. El fondo genético de estos

animales es C57BL/6 y proceden de Jackson Laboratory (Jankowsky y col. 2004).
e APP75SL

Ratdén simple transgénico heterocigoto que sobreexpresa la isoforma 751 de la proteina
precursora amiloide humana (APP751) con las mutaciones Swedish (K670N/M671L) y
London (V7171), descritas en casos de Alzheimer familiar, bajo el control del promotor Thy-
1, especifico de neuronas maduras del cerebro. El fondo genético de es C57BL/6 y proceden

de Sanofi-Aventis (Blanchard et al., 2003)(Blanchard y col. 2003).

e MAPTp.P301S

Ratén heterocigoto que expresa la proteina humana TAU asociada a microtibulos
(MAPT; del inglés, Microtubule Associated Protein TAU), con una mutacion humana (P301S)
en el dominio de unién a los microtibulos. Esta construccién se encuentra regulada por el
promotor pridnico Prnp lo que aumenta su expresion cinco veces en relacion a la proteina
MAPT endégena de ratén (Yoshiyama y col. 2007). Estos ratones fueron cedidos muy

amablemente por el Dr. Javier Vitorica Ferrandez del Instituto de Biomedicina de Sevilla.

1.2.2. Modelos genéticos portadores del sistema CRE/LoxP
e Ro0sa26::CAG::LoxP-STOP-LoxP::tdTomato(Ai14)

Ratén heterocigoto para un transgén de la proteina fluorescente tomato (tdTomato)
localizado el locus Gt(ROSA)26Sor y cuya expresion se encuentra regulada por un cassette

con una secuencia STOP flanqueada por dos sitios LoxP. Esta herramienta genética bloquea
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la expresion de la proteina fluorescente mediada por el promotor CAG en ausencia de la

CRE. Los ratones fueron adquiridos en los laboratorios Jackson (Madisen y col. 2010).

o (Cdh5-Cre::ERT2/+

Raton heterocigoto que expresa el gen de fusidn Cre-ERTZ2 bajo el control del promotor
del gen Cadhb5, activo en células endoteliales. La proteina de fusién CRE-ERT2 esta formada
por la enzima CRE recombinasa wunida a una forma triple mutante del receptor de
estrogenos humano, de esta manera se modifica la capacidad de unién a su ligando
enddégeno (17f-estradiol) a concentraciones fisiolégicas y sélo puede unirse a ligandos
sintéticos como el 4-hidroxitamoxifeno (OHT). La enzima CRE se localiza en el citoplasma y
unicamente accede al nucleo para llevar a cabo su accidn tras el tratamiento con OHT. Estos

ratones fueron cedidos generosamente por el Prf Ralf H. Adams (Wang y col. 2010) .

e  Psen] Flox/Flox..psen2-/-

Raton que presenta una modificacion genética en los genes que codifican para la Psenl y
PsenZ. El gen Psen1 tiene dos secuencias LoxP flanqueando los exones 2 y 3, de manera que
en ausencia de la CRE recombinasa, el gen podra traducirse y la proteina Psenl sera
completamente funcional, sin embargo, cuando se da la recombinacién, los exones 2 y 3 se
escinden y el producto resultante no es viable(Yu y col. 2001). En cuanto a PsenZ, estos
ratones presentan una pequefia delecciéon en el exén 5 y una inserciéon de un gen de
resistencia a neomicina lo que altera la pauta de lectura dando lugar a una delecciéon
completa de dicho gen (Steiner y col. 1999). Esta linea fue cedida muy amablemente por el

Prf. Jie Shen.

e (Cp-HIST1H2BB::Venus/+

Raton heterocigoto usado como herramienta genética para monitorizar a nivel celular la
sefializacion de la via Notch. Esta linea de ratén presenta 4 copias en tdndem de la secuencia
gendmica de uniéon a CBF1 bajo la expesion del promotor SV40 y esta construccion se
localiza “aguas arriba” de la fusién del gen que codifica para la histona H2B ligado al gen de
la proteina fluorescente modificada YFP (del inglés, Yellow Fluorescent Protein), Venus. Estos
ratones fueron cedidos muy amablemente por la Prof. A.K.A. Hadjantonakis(Nowotschin y

col. 2013).
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Proceden del cruce entre los ratones Cdh5-Cre::ERT2/+;Rosa26::CAG::LoxP-STOP-
LoxP::tdTomato y APP-PSEN1/+. Esta linea fue usada con el objetivo de realizar un trazado

de linaje de células endoteliales en el contexto de la EA.

e (p-HIST1H2BB::Venus/+; APP-PSEN1

Proceden de cruce de los ratones Cp-HIST1HZ2BB::Venus/+ y APP-PSEN1/+. Esta linea fue

usada con el objetivo de monitorizar la actividad de la via Notch en el contexto de la EA.

1.2.3. Otros modelos genéticos de neurodegeneracion

e Induccidn de EAE (del inglés, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis)

Este modelo animal reproduce la enfermedad de la esclerosis miultiple en humanos y fue
cedido muy amablemente por el Dr. Fernando de Castro del Instituto Cajal (Moliné-

Velazquez y col. 2011).

e APP-PSENI; lepr db/db

Proceden del cruce entre ratones APP-PSEN1/+ (ratones que reproducen la EA) y ratones
lepr db/db (modelo experimental de diabetes tipo 2; T2D). Esta tdltima linea son ratones
homocigotos para la mutaciéon espontanea que causa diabetes tipo 2 (leprdb). La mutacién
consiste en una transversion intrénica (G -T) en el gen que codifica para el receptor de la
leptina (lepr) y que origina una alteracion del marco de lectura y un fallo en la traduccion,
dando lugar a una delecién del mismo. Los ratones fueron cedidos muy generosamente por

la Dr Ménica Garcia Alloza de la universidad de Cadiz (Ramos-Rodriguez y col. 2015).

1.3. Intervenciones quirurgicas generales

Una vez sacrificados, los ratones adultos se sometieron a una perfusién intracardiaca de
20 ml de tampdn fosfato salino (PBS; del inglés, Phosphate Buffered Saline) (Gibco) con el
objetivo de drenar la sangre y evitar asi posibles artefactos en el analisis de las muestras.
Tras ello, el animal se decapitaba y se extraia el cerebro. A continuacién, en funcién del
estudio que se llevase a cabo, la muestra recibia un tratamiento u otro, asi, por ejemplo, en
el caso de la realizacién de un andlisis histolégico, el cerebro completo se incluia en una
solucién fijadora y procediamos tal y como se describe en el apartado 3. Para el analisis
bioquimico, el hemisferio se diseccionaba extrayendo tres regiones anatémicas cerebrales:
corteza, hipocampo y estriado. Cada una de ellas se congelaba en un molde con OCT (Tissue-
Tek) en nitrégeno liquido y se almacenaba a una temperatura de -802C hasta su uso. Estas

muestras congeladas se utilizarian, posteriormente, para la extraccion de ARN y/o
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proteinas totales (ver apartados 9 y 10). Si se querian realizar estudios histoldgicos y
bioquimicos en paralelo, el cerebro se separaba en sus dos hemisferios y cada uno de ellos

se destinaba a una técnica.

1.4. Genotipado de los animales

El genotipado de los ratones incluidos en el estudio se realiz6 mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, polimerase chain reaction). El acido
desoxirribonucleico genémico (ADN gendmico) se extrajo a partir de biopsias que
procedian del marcaje en los dedos del animal, o bien de un fragmento de cola en el caso de

los animales adultos.

1.4.1. Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN a partir del tejido de los dedos se utiliz6 un método de lisis
alcalina (Truett y col. 2000) mientras que para digerir las biopsias procedentes de las colas
de los ratones adultos se recurri6 a una técnica basada en el uso de proteinasas (proteinasa

K) (Gonzalez y col. 2011).
e Lisis alcalina de biopsias obtenidas del dedo

El tejido se incubd con 75 pL de una solucién alcalina (NaOH) que contenia un quelante
de calcio (EDTA) para inhibir la actividad enzimatica de las nucleasas presentes en la
muestra [NaOH 25 mM (Sigma), EDTA 0,2 mM (Bio-Rad) en H,0 mili-Q (Millipore)]. La
incubacién tenia lugar a 982C en agitaciéon (450 revoluciones por minuto o rpm) en un
Thermomixer (Eppendorf) durante 30 min. Una vez digerido el tejido, la mezcla se
neutralizé afiadiendo el mismo volumen de una solucién acida [Tris-HCI 40 mM (Sigma), pH

5 en H,0 mili-Q (Millipore)] y el volumen final se mezclé mediante vortex.
e Lisis con proteinasa K de biopsias obtenidas de la cola

Este método combina el reactivo direct PCR (Thermo Scientific) con la enzima proteinasa
K (Sigma), y el producto resultante puede usarse directamente como sustrato de la PCR sin
necesidad de ser aislado ni purificado. Para ello, se obtiene una biopsia de la cola del raton
de un tamafio comprendido entre 2-5mm y posteriormente se incluye en 150 uL de reactivo
direct PCR junto a 4,5 uL de proteinasa K. La incubacién tiene lugar en un Thermomixer y
consta de dos etapas: 2h y 15 min a 562C en agitacién (800- 850 rpm), seguido de 45 min a
852C (sin agitacion). Durante la primera etapa se activa la enzima proteinasa K, que es
estable a altas temperaturas y puede ejercer su actividad frente a proteinas

desnaturalizadas; en la segunda fase, a 852C, la enzima se inactiva.
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1.4.2. Reaccion de PCR

Las reacciones de genotipado se llevaron a cabo en un termociclador (Biometra
Professional Trio) y en la PCR de cada modelo genético se utilizaron unos volimenes de
reaccion y temperaturas de alineamiento o extension concretas (Tabla C1), asi como unos
oligonucledtidos (oligos) especificos (Tabla C2). Los reactivos usados fueron los
siguientes: NH; 10x (Bioline), MgCl, (Bioline), desoxirribonucleétidostrifosfato (dNTP,
Invitrogen), oligonucleétidos (Sigma), enzima ADN polimerasa (BIOTAQ™ Bioline) y agua

(H20) mili-Q (Millipore).

APP-PSEN1 App-Ps1 5 ul DNA 10°a 94 °C
2,5 ul Tampon (10X) 36 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 1’a94°C
0,5 ul ANTPs (10 mM) 1’a66°C
0,5 pl Oligo APP Lo (33 pM) 1’a72°C
0,5 ul Oligo APP Up (33 pM) 10'a72°C

0,15 pl ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q

APP751SL App 5 ul DNA 10’ a 94 °C
2,5 pl Tampodn (10X) 36 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 1’a94°C
0,5 pl ANTPs (10 mM) 1’a50°C
0,5 pl Oligo APPsl Fwd (33 pM) 1’a72°C
0,5 ul Oligo APPsl Rev (33 uM) 10’a72°C

0,15 pl ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q

MAPTp.P301S Mapt 5 pl DNA 1’a95°C
2,5 pl Tampon (10X) 36 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 15”a95°C
0,5 pul ANTPs (10 mM) 15”a55°C
0,5 ul Oligo Maptp Fwd (33 uM) 10°a72°C

0,5 pl Oligo Maptp Rev (33 uM)
0,15 ul ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q

R26-LSL-tdTomato Tomato 2 nl DNA 5’a95°C
2,5 pl Tampon (10X) 35 ciclos:
1 pl MgCl: (50 mM) 30”a95°C
0,5 ul ANTPs (10 mM) 30”a60-°C
0,5 pl Oligo OIMR9103 (33 uM) 20”a72°C
0,5 ul Oligo OIMR9105 (33 uM) 2’a72°C

0,15 pl ADN Polimerasa
17,85 pl H20 mili-Q

Cx3cri1-Cre::ERT2 W-Cre 5 ul DNA 5’a95°C
2,5 pl Tampon (10X) 38 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 30”a95°C
0,5 ul ANTPs (10 mM) 30”a61.5°C
1 pl Oligo Cre Lo2 (33 pM) 1'30”a72°C
1 pl Oligo Cre Up2 (33 pM) 10’a72°C

0,15 pl ADN Polimerasa
13,6 pl H20 mili-Q

Hif1aq Flox/Flox Hifla-Flox 5 nl DNA 5’a94°C
2,5 pl Tampoén (10X) 37 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 30”a94°C
0,5 pul ANTPs (10 mM) 45” a 60.5 °C
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Psen1 Flox/Flox;: Psen2-/-

Psen1 Flox/Flox;: Psen2-/-

Psen1 Flox/Flox;: Psen2-/-

Cp-HIST1H2BB::Venus

Psen1-Flox

Psen2 mutante

Psen?2 silvestre

CBF Venus

0,5 ul Oligo HIF 24b (33 uM)
0,5 pl Oligo HIF 25b (33 pM)
0,15 pl ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q

5 pl DNA

2,5 pl Tampoén (10X)

1,25 pl MgCl: (50 mM)

0,5 ul ANTPs (10 mM)

0,5 pl Oligo 1-Ps1 (33 uM)
0,5 ul Oligo 2-Ps1 (33 uM)
0,5 pl Oligo 3-Ps1 (33 uM)
0,15 ul ADN Polimerasa
14,1 pl H20 mili-Q

5 pl DNA

2,5 pl Tampon (10X)

1,25 pl MgClz (50 mM)

0,5 ul dNTPs (10 mM)

0,5 pl Oligo 1-Ps2 (33 uM)
0,5 ul Oligo 2-Ps2 (33 uM)
0,15 pl ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q

5 ul DNA

2,5 pl Tampon (10X)

1,25 pl MgCl: (50 mM)

0,5 ul dNTPs (10 mM)

0,5 pl Oligo 1-Ps2 (33 uM)
0,5 pl Oligo 3-Ps2 (33 uM)
0,15 pl ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q

5 ul DNA

2,5 pl Tampon (10X)

1,25 pl MgCl: (50 mM)

0,5 ul dNTPs (10 mM)

0,5 ul Oligo Venus Forward (33 pM)
0,5 pl Oligo Venus Reverse (33 pM)
0,15 ul ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Q
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1’a72°C
10’a72°C

4’a 94 °C

4.0 ciclos:
1'a94°C
1’a60°C
1’a72°C

10’a 72 °C

4’a 94 °C

4.0 ciclos:
1'a94°C
1’a65°C
1’a72°C

7'a72°C

4’a 94 °C

40 ciclos:
1'a94°C
1’a65°C
1’a72°C

7'a72°C

5’a 94 °C

35 ciclos:
30”a94°C
30”a58°C
30’a72°C

7'a72°C

Tabla C1. Condiciones de reaccion de PCR para genotipado. Condiciones de reaccion de PCR para
el genotipado de las diferentes lineas de ratones usando los oligonucleétidos de la tabla 2.

App-Ps1 APP Lo CTTGTAAGTTGGATTCTCTATATCCG
APP Up GACTGACCACTCGACCAGGTTCTG
App APPsl Fwd GGCTGAGGAACCCTACGAAGA
APPs] Rev CAAAGTACCAGCGGGAGATCA
Mapt Mapt Fwd GGCATCTCAGCAATGTCTCC
Mapt Rev GGTATTAGCCTATGGGGGACAC
OIMR103 GGCATTAAAGCAGCGTATCC
LLELD OIMR105 CTGTTCCTGTACGGCATGG
Cre Lo2 TGTTCAGGGATCGCCAGGCG
W-Cre Cre Up2 TGAAACAGCATTGCTGTCAC
Hif1a-Flox HIF 24b TAAGCAGTTAAGAGCACTAGTTGG
HIF 25b ATGTGGAGCTATCTCTCTAGACCC
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Psen1-Flox 1-Ps1 GGTTTCCCTCCATCTTGGTTG
2-Ps1 TCAACTCCTCCAGAGTCAGG
3-Ps1 TGCCCCCTCTCCATTTTCTC
Psen2-mutante 1-Ps2 CATCTACACGCCCTTCACGG
2-Ps2 CATCTACACGCCCTTCACGG
Psen2-silvestre 1-Ps2 CATCTACACGCCCTTCACGG
3-Ps2 AAGGGCCAGCTCATTCCTCC
CBF Venus Venus GFP Forward GCTGATTAATCGAGATCTGGTGTAAACAC
Venus GFP Reverse GCGAGCTAGCCAGCTTTTTGCAAAAGCCTAG

Tabla C2. Oligonucleétidos usados para el genotipado. Secuencia de los nucle6tidos empleados
para el genotipado por PCR de las diferentes lineas de ratones usadas.

Para analizar el tamafo de los fragmentos resultantes de la reacciéon de PCR se sigui6 el
método de electroforesis en gel de agarosa (Sambrook et al., 1989). Para ello se prepararon
geles de agarosa (Bioted) al 2-2,5% (p/v) en tampdn TBE [Tris-base 0,09 M (Sigma), 4cido
bérico 0,0899 M (Sigma), EDTA 0,2 mM (Bio-Rad)] a los que se le afiadié un agente
intercalante del ADN que permite su posterior visualizaciéon por luz ultravioleta: Midori
Green Advance™ (Nippon Genetics) al 4% (v/v). A cada reaccién de PCR se le anadié un
1/10 de volumen de tampdn de carga 10x [Azul de bromofenol 0,25% (v/v) (Sigma), xileno-
cianol FF 0,25% (v/v) (Sigma), glicerol 30% (v/v) (Sigma)] y se cargaron 20 pl de cada
muestra en el gel. Para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN se utilizé el
marcador HyperLadder™ 1 kb (Bioline) y, tras la electroforesis, el ADN se visualizd en un

transiluminador con luz ultravioleta (BioDoc-IT Imaging System).

2. APROXIMACIONES TERAPEUTICAS EN MODELOS
DE EA

2.1. Tratamiento con sorafenib

Se trataron ratones pertenecientes al modelo genético APP;5:SL/+ de 7 meses de edad
(11 animales en el grupo tratado y 10 en el control) pareados en cuanto al sexo, durante 1
mes con el farmaco anti-angiogénico Sorafenib (30mg/kg). El principio activo del farmaco
se disolvi6 en DMSO (Sigma) y se administr6 cada dos dias mediante una inyecciéon

intraperitoneal. Los animales que pertenecia al grupo control recibieron inyecciones de

DMSO.

2.2. Tratamiento con hiperoxia

Se trataron animales del modelo genético APP75:SL/+ de 7 meses de edad (6 animales en
el grupo tratado y 6 en el control) pareados en cuanto al sexo, durante 1 mes en un camara

hiperdéxica al 40% de oxigeno (Coy Laboratory Products). Las condiciones atmosféricas se
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mantuvieron estables y fueron monitorizadas en todo momento reestableciéndose las
condiciones experimentales (controlador de oxigeno, Coy Laboratory Products). Ademas, la
concentracién de oxigeno fue comprobada cada dos dias de forma manual usando un
medidor electrénico. La humedad en el interior de la camara se mantuvo siempre por debajo
del 70% usando silica absorbente (Panreac). E1 CO; se filtr6 a través de un sistema especial
basado en una bomba y columnas de sodasorb (Grace). El acceso ala cAmara para garantizar
la alimentacién y la limpieza de los animales tratados se llevd a cabo a través de una
precamara sellada que permitia la introduccién de material sin modificar las condiciones de
su interior. Los ciclos de luz, alimentacion y limpieza fueron equiparables en los dos grupos.
Los ratones controles se mantuvieron en paralelo fuera de la cAmara en condiciones de

normoxia

2.3. Tratamiento con virus adenoasociados AAV-BR1

Se inyectaron virus adenoasociados (AAV; del inglés Adeno-Associated Viruses) con un
alto tropismo por el endotelio cerebral a través de las venas laterales de la cola del ratén (5
x 1010 particulas virales por ratén). La especificidad en la infeccién se consigui6 gracias a la
presencia de una secuencia peptidica (heptamero) en la proteina de la capside viral.
(Korbelin y col. 2016). Los virus adenoasociados tienen un especial interés terapéutico
puesto que son poco inmunogénicos, infectan tanto células en division como células
quiescentes y logran mantener el trasgén de forma estable en la célula infectada (Kalburgi
y col. 2013). En concreto, la variante AAV-BR1 constituye una herramienta terapéutica muy
potente en el campo de las patologias cerebrovasculares pues permiten dirigir vectores de

expresion al tejido vascular cerebral especificamente (Figura C1).
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Figura C1. Expresion en cerebro del gen luciferasa mediada por el vector AAV-BR1. El vector
AAV-BR1 portador del gen luciferasa regulado por la expresion del promotor CAG fue administrado
por via intravenosa (5 x 1010 particulas virales/raton, edad 8 semanas). La expresion a largo plazo
del transgén fue analizada in vivo por bioluminiscencia durante un periodo de 665 dias tras la
inyeccion, n=2 animales). Imagenes originales de los animales analizados (arriba) y cuantificacién
de luminiscencia en cerebro en las regiones de interés ROI (del inglés, Region of Interest), abajo.
(Imagen tomada y modificada de Kérbelin y col. 2016).

2.3.1. Sintesis de vectores basados en virus adenoasociados (AAV-BR1)

La sintesis y purificacién de virus adenoasociados se realiz6 en el laboratorio del
Prof Jakob Korbelin (Hamburgo, Alemania) y en el laboratorio del Dr. Juan Antonio Bernal
en el Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC). Los vectores virales se
obtuvieron a través del método de triple transfeccién usando la linea HEK 293T como
células hospedadoras (Xiao y col. 1998) (Figura C2). La titulacién viral (nimero de
moléculas de genoma viral por ml) se determind por RT-PCR usando los primer del

promotor CAG.
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Figura C2. Método de triple transfeccion en células HEK293T para la obtencion de virus
adenoasociados AAV-BR1. Los plasmidos requeridos para la reconstruccion de virus
adenoasociados en la célula hospedadora fueron: plasmido Rep/Cap (portador del heptamero
BR1), plasmido helper (portador de los genes necesarios para la replicacién dentro de la célula
productora) y el plasmido con el cassette de expresion (CAG-iCre) flanqueado por regiones ITR.

2.3.2. Inyeccion de AAV-BR1

Para realizar la inyeccion viral a través de la vena de la cola, los animales se anestesiaron
con 50ul de una mezcla de Ketanima (60mg/kg) y xilacina (20 mg/kg) administrada por via
intraperitoneal. Una vez dormidos, se colocaron en un cepo que nos permitia inmovilizar el
ratén y manipular su cola. La dilatacién de la vena lateral de la cola se consigui6 haciendo
uso de un compresor elastico, proporcionando calor y alcohol en la zona. El volumen de
inyeccion fue de 100ul por lo que, a partir del dato de titulacion de cada construccién viral,
se estimd el volumen necesario para suministrar al ratén el nimero de particulas virales
adecuado (5 x 1019) y garantizar asi una concentracién 6ptima en el 6rgano diana. El

volumen restante hasta alcanzar los 100 pl finales se complet6 con suero salino.

El tratamiento con AAV-BR1 se llevé a cabo en la linea de raton Psen1 Flox/Flox;:Psen2-/-,
La edad de inicio fue a los 3 meses y el tiempo transcurrido desde que tuvo lugar la
inoculacién hasta que se sacrificé al animal fue de 19 dias en una cohorte de animales (4
tratados y 4 controles) y 2 meses en la otra cohorte (7 tratados y 5 controles). De esta
manera pudimos establecer un eje temporal de los efectos derivados del tratamiento con

los virus. Se usaron los siguientes vectores de expresion:

e (CAG-iCre (Grupo tratado): el cDNA codifica para una versiéon mejorada de la
enzima CRE recombinasa (iCre; del inglés, Codon Improved CRE Recombinase) que
favorece su expresion en organismos eucariotas. Dicho gen se encuentra bajo el
control del promotor CAG. Este pldsmido fue cedido muy amablemente por el Dr

Jakob Korbelin.
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e CAG-memTomatoXI (Addgene plasmid # 3735) (Grupo Control): el cDNA
codifica para la proteina fluorescente Tomato fusionada a una secuencia que
contiene una sefial de palmitoilaciéon (5'-
atgctgtgctgtatgagaagaaccaaacaggttgaaaagaatgatgaggaccaaaagatc-3’), lo que le
confiere a la proteina un aumento de la hidrofobicidad favoreciendo asi su
transporte a la membrana plasmatica. Su expresion se encuentra regulada
igualmente bajo el promotor CAG. Esta construcciéon se usé como control para
validar los efectos observados en los ratones inoculados con la construccién de la

CRE recombinasa.

2.3.3. Deteccidn de la construccion inyectada mediante AAV-BR1

Tras la inyeccidn con virus adenoasociados, la presencia del inserto en el cerebro se
demostrd a través de la amplificacién por PCR del gen de interés. Para ello, se extrajo ADN
del estriado de un hemisferio cerebral mediante una lisis con proteinasa K (ver apartado

1.4.1)

En los animales tratados, las particulas virales inoculadas expresaban la enzima CRE, por
lo que para validar la inyeccion viral se midié el producto resultante de la actividad CRE
recombinasa. Es decir, la pareja de oligos disefiada para esta reaccion de PCR se encuentra
flanqueando las secuencias LoxP entre los exones 2 y 3 del gen Psenl, de manera que, en
ausencia de la actividad CRE, el fragmento comprendido entre ambos tiene un tamafio
molecular demasiado grande como para poder amplificarse con las condiciones de reaccién
de la PCR, sin embargo, si la CRE escinde el fragmento comprendido entre las regiones LoxP,
la pareja de oligos podria amplificar el fragmento que queda entre ambos y este podria

observarse en un gel de agarosa (PCR de escision) (Figura C3).

AAV-BR1-Control AAV-BR1-Cre Alelo Psen1/exP

ﬁ%(\c) ”%re) ATG (exon 3)
Alelo Psen 18xcindido

" Amplicén de la PCR
Psen 1/oxPloxP- Psen2-— —p

Figura C3. Disefio de oligos para detectar por PCR la deleccion del gen Psen1 en los animales
tratados con la enzima CRE recombinasa.
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En los animales controles, la presencia del inserto se demostré mediante una PCR que
amplificaba directamente la construccion memTomatoXI. Las condiciones de reaccién y los

oligos empleados en cada caso se recogen en las tablas 3 y 4 (Tabla C3 y Tabla C4).

CAG-memTomatoXI Tomato 5 ul DNA 5’a95°C
2,5 pl Tampon (10X) 35 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 30”a95°C
0,5 pul ANTPs (10 mM) 1’30”a57°C
0,5 ul Oligo tdTomato-F (33 uM) 2’a72°C

0,5 pl Oligo tdTomato-R (33 puM) 10°a72°C
0,15 ul ADN Polimerasa
14,6 pl H20 mili-Qq

Psen1-Flox 5 ul DNA 4’a94°C
2,5 pl Tampon (10X) 40 ciclos:
1,25 pl MgClz (50 mM) 1’a94°C
CAG-iCRE 0,5 pul ANTPs (10 mM) 1’a 60°C
0,5 pl Oligo 1-Ps1 (33 uM) 1’a72°C
0,5 ul Oligo 2-Ps1 (33 pM) 10'a72°C

0,5 pl Oligo 3-Ps1 (33 uM)
0,15 ul ADN Polimerasa
14,1 pl H20 mili-Q

Tabla C3. Condiciones de reaccion de PCR para la deteccién de virus AAV-BR1 en cerebro.

Tomato tdTomato-F ATGCGCTTCAAGGTGCGCA
tdTomato-R GCCGCGCATCTTCACCTT
1-Ps1 GGTTTCCCTCCATCTTGGTTG
aeenblox 2-Ps1 TCAACTCCTCCAGAGTCAGG
3-Ps1 TGCCCCCTCTCCATTTTCTC

Tabla C4. Oligonucleétidos usados pa