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El agua es un compuesto esencial para la vida. La mayoria de las
moléculas (iones, azlcares, proteinas, etc.) que forman parte de los seres
vivos se encuentran disueltos en medio acuoso. Para realizar sus funciones,
las células intercambian moléculas con su entorno a través de la membrana,
mediante mecanismos de difusion pasiva o mediante proteinas

transportadoras especificas.

El agua tiene una carga total neutra por lo que durante muchos afios
se pensé que su entrada y salida de las células tenia lugar exclusivamente
por difusion simple a través de la membrana plasmatica. Sin embargo, la
difusidon pasiva no permitia explicar la permeabilidad al agua de células en
los glébulos rojos o las células del tubulo renal, donde se observd un flujo de
agua a través de la membrana en presencia de un gradiente de
concentracion superior al flujo en ausencia de dicho gradiente. Ademas, la
energia disipada por la interaccidn entre agua y membrana distaba de la
disipada por la difusién simple a través de la membrana y se parecia a la del
movimiento del agua en solucidén libre. Se descubrié también que el paso del
agua a través de estas membranas podia bloquearse mediante farmacos
derivados de compuestos mercuriales. Poco a poco todas estas evidencias

fueron apuntando a la existencia de canales de agua en la bicapa. No
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obstante no fue hasta los afios noventa cuando, de forma azarosa al
purificar la proteina de 32 kDa de la membrana de los eritrocitos
responsable del factor Rh, se aisld otra fraccidén proteica de 28 kDa la cual
fue denominada CHIP28, abreviado del inglés channel-forming integral
protein de 28 kDa, y que mas tarde seria denominada como AQP1 (Prestony
Agre, 1991). Poco después, se demostro la capacidad de esta proteina para
facilitar el transporte de agua a través de la membrana plasmatica mediante
la expresidon heterdloga en ovocitos de Xenopus laveis (Preston y col., 1992).
Se establecio asi la identidad molecular del primer canal de agua, ademas la
identificacion molecular de AQP1 fue el detonante de la busqueda que
condujo al descubrimiento de las trece acuaporinas que hoy se conocen en
humanos (Echevarria y col., 1994; Fushimi y col., 1993; Jung y col., 1994;
Rainay col., 1995).

En mamiferos se han identificado hasta el momento 13 miembros
pertenecientes a la familia de las AQPs. La Tabla 1 muestra la distribucién de
estas proteinas en diferentes tejidos. Se puede apreciar como las
acuaporinas se expresan en epitelios y endotelios implicados en el
transporte de fluidos, pero también en tejidos donde, en principio, el
trasiego de agua es menor; como la piel, tejido adiposo, astroglia, neuronas,

etc.
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Acuaporina Expresion

AQPO Células fibrosas del cristalino

AQP1 Eritrocitos, rifidn, corazén plexo coroideo, traquea,
endotelio vascular, vejiga urinaria, uretra, pulmén,
testiculo, piel, cornea, Utero, placenta...

AQP2 Rifidn

AQP3 RiNdn, epidermis, epitelio de las vias aéreas, tracto
gastrointestinal, epitelios glandulares, higado, pulmodn,
eritrocitos, Utero...

AQP4 Rifién, cerebro, pulmén, estdémago, musculo esquelético y
retina

AQP5 Epitelios glandulares, cérnea, epitelio alveolar, tracto
gastrointestinal

AQP6 RifioNn

AQP7 Tejido adiposo, testiculo, rifiédn, corazén, tracto
gastrointestinal

AQPS8 Higado, pancreas, intestino, glandulas salivares, corazon,
rindn, vias aéreas

AQP9 Higado, leucocitos, testiculo, cerebro, rifién, pulmodn,
médula 6sea

AQP10 Intestino delgado

AQP11 Rifién, higado, cerebro, testiculo

AQP12 Células acinares de pancreas, ojo

Tabla 1. Patrén de expresion tisular de las acuaporinas humanas (Modificado de (Verkman, 2005))

Cada mondémero de acuaporina (AQP) pesa alrededor de 30kDa, y en
general, contiene 6 segmentos helicoidales transmembrana y dos que no
abarcan la totalidad de la membrana (Figura 1b) (Walz y col., 2009). Las
AQPs generalmente forman tetrdmeros estables en las membranas, aunque
cada monémero supone por separado un canal de agua (Figura 1a). Datos
estructurales de alta resolucion muestran que los dominios

transmembranas helicoidales abarcan los espacios citoplasmaticos y
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extracelular siendo conectados a través de un poro acuoso (Ho y col., 2009).
Simulaciones de dindmica molecular y datos estructurales sugieren que las
moléculas de agua se mueven a través de este estrecho poro acuoso y que
los factores estéricos y electrostaticos son los responsables de la
selectividad del agua de las AQPs (Cui y Bastien, 2011; Hub y col., 2009). La
estructura resultante encierra una zona central estrecha que se ensancha
abriéndose hacia ambos lados de la membrana formando un poro en forma
de reloj de arena. En la zona mas estrecha del poro se acercan los dos
tripletes NPA (asparagina (N), prolina (P) y alanina (A)), secuencias

conservadas en todas las AQPs (Figura 1c) (Echevarria y llundain, 1998).

b Glycosylation sites  Hg?* binding
in some AQPs site in AQP1

Loop ¢ Loop e

2.7 nm

Loopb  Loopd

N terminus C terminus

C

E
extracellular
f\ 4‘.\ /'.‘. ;’.', .Fq\ ‘-".‘.‘
U Y \[ \

"“..r‘f ‘alult \ b/ ‘alu‘f \,u, ".‘u,'

intracellular

>

Figura 1. Estructura de las acuaporinas. Vista desde arriba de la cara externa de la membrana de un
homotetramero de AQP1, con los mondmeros que lo constituyen enumerados del 1-4 (a). La proteina
presenta 6 dominios helicoidales transmembrana (M1, M2, M4, M5, M6, Y M8) y otros dos (M3 y M7)
donde se encuentran los motivos conservados NPA (b). Los motivos NPA se disponen emparejados en
la membrana originando un estrechamiento del poro. En rojo, c, se representa una cisteina sensible a
compuestos mercuriales, con actividad bloqueante del canal (c). Modificado de Verkman AS, 2014 y
Cheidde y Schorr, 1999.
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La expresidon de acuaporinas ha sido estudiada ampliamente en el
sistema nervioso central, érganos sensoriales y sistema nervioso entérico y
periférico. Su estudio es de gran relevancia debido a la implicacién en la
etiologia de diferentes patologias neuroldgicas, siendo AQP1, AQP4 y AQP9

las descritas en el SNC.

Existen dos isoformas principales de la proteina AQP4, M1 y M23,
dependiendo de la longitud del extremo amino. M1 es la isoforma que
presenta una longitud mayor, siendo M23 mads corta, por la falta de 23
aminodcidos en el extremo amino terminal (Figura 2a) (Lu y col., 1996; Yang
y col., 1995). AQP4 puede formar agregados supramoleculares en la
membrana denominadas OAPs (del inglés ortogonal arrays of particles), que
se visualizan mediante microscopia electrénica de criofractura como
conjuntos ensamblados de particulas (Figura 2b) (Wolburg, 1995). M23 por
si mismo forma grandes OAPs en células transfectadas (Yang y col., 1996),
mientras que M1 forma pocos o ningun OAPs. Sin embargo, M1 puede
asociarse con M23 y formar OAPs mixtos (Figura 2c), siendo estos de menor
tamafio que los que forma M23 por si sola (Furman y col., 2003). Parece ser
gue las formacién de OAPs viene determinada por la interaccién entre los N-
terminales de M23-M23 entre tetrameros, interaccién que no se produce en
el caso de M1 por la diferencia de residuos de aminoacidos (Crane y

Verkman, 2009).



INTRODUCCION [

a (0
Go
500G A2
S
AQP4 @0 %‘
[N 5 -zV L v TN
g@og (L) 9000
2000 °°°g 0060
000 OoCS (AT

06600000 mooo 09000
9000 Jll0°° k50000 R0600
500V IC006C 000 000

ML M2 KH@ M * e
T
b O Erel C?QOOCX)O@ DG
@9096 I AXFXSXKXAXAXQX)@%
o@@@ VNDEMY
@0@0@0 %@@@ DOOREDY,
o SHEOVEOOBOORODODVE
@" oeeo C terminus
Cc
dSTORM

Figura 2. Secuencia y estructura de AQP4. El esquema muestra la secuencia de aminoacidos primaria
y ubicacién en la membrana (AQP4). Esta AQP presenta ocho segmentos helicoidales integrados en la
membrana y dos sitios de iniciacién, metl y met23, correspondiente a las isoformas M1 y M23.
Tetrameros de AQP4 pueden formar agrupaciones ortogonales (OAPs) a través de las asociaciones de
N-terminales intermoleculares entre isoformas M23 que implican los residuos que aparecen en color
morado (A). Fotografia de microscopia electrénica por criofractura de los OAPs en la membrana
plasmatica (B). En una fotografia obtenida mediante el método dSTORM se observa como en los OAPs
se coexpresan las isoformas M1y M23 (C). Modificado de (Papadopoulos y Verkman, 2013).

AQP4 es el canal de agua mas abundante en el cerebro (Papadopoulos
y col., 2004), médula espinal (Oshio y col., 2004) y nervio dptico (Nagelhus y
col.,, 1998). En el cerebro, AQP4 se localiza principalmente en las
prolongaciones de astrocitos subpiales que forman la membrana glial

limitante que actua como interfase entre el SNCy el liquido cefalorraquideo
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(LCR), los pies de los astrocitos perivasculares que se encuentran en la
interfase entre SNC y sangre, y en la membrana basolateral de los podocitos
de las células ependimales y subependimales que forman la interfase entre
el SNC y el LCR (Nielsen y col., 1997; Rash y col., 1998). Este patron de
expresion de AQP4 en los limites entre el cerebro y los principales
compartimentos que contienen agua sugieren que AQP4 facilita el flujo de

agua dentro y fuera del cerebro (Papadopoulos y Verkman, 2013).

1.6 Acuaporinal

AQP1 se encuentra en la membrana plasmatica de las células
epiteliales del plexo coroideo que dan al ventriculo, lo que sugiere la
participaciéon de este canal en la secrecién del LCR. AQP1 también se
expresa en las células endoteliales vasculares de todo el organismo pero
estd ausente en el endotelio cerebrovascular a excepcidon de los érganos
circunventriculares. Las células epiteliales cerebrovasculares expresan AQP1
en cultivo y en tumores cerebrales malignos cuando la barrera
hematoencefdlica estd alterada. El cocultivo con astrocitos inhibe la
expresion del ARNm de Agpl de las células epiteliales de microvasos
vasculares. Esto sugiere que la interaccidén entre los podocitos y las células

endoteliales inhibe la expresion de AQP1 (Papadopoulos y Verkman, 2013).
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1.7 Acuaporina9

AQP9 es la acuaporina menos abundante en el cerebro y su
localizacion no ha sido aun bien definida debido a la baja especificidad de
los anticuerpos disponibles. Hasta el momento, se ha descrito la presencia
de AQP9 en neuronas de la sustancia negra, tanicitos y algunos astrocitos.
Participa en el transporte de sustratos energéticos como glicerol y lactato,
desempeiiando por tanto un papel importante en el control energético del

metabolismo cerebral (Badaut y Regli, 2004).

i
' i
! Lumen |
1 ! i
' AQP4 ' C.}l@ ‘
! ' limitans
' il externa |
_____________________________ v !
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5 ! Astrocyte process
CoPia T " 2 o
: *m OT0 0 P e
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[ D000 limitans: 7= e +Sem A
\
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Figura 3. Expresion y localizacion de AQPs en el cerebro. En el cerebro, AQP4 se expresa
principalmente en las prolongaciones de los astrocitos de la glia limitante externa y en los pies de los
astrocitos perivasculares. También se encuentra en la membrana plasmatica basolateral de células
ependimarias y en las prolongaciones de astrocitos subependimarios de la glia limitante externa.
AQP1 se expresa en la membrana plasmatica del epitelio de plexo coroideo, en la cara expuesta al
liguido cefalorraquideo. La expresion de AQP1 y AQP4 también existe en la médula espinal. Los
lugares de expresion de AQP9 siguen sin estar claros. Modificado de (Papadopoulos y Verkman,
2013).
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El conocimiento de las funciones de las acuaporinas en el SNC se
derivan en gran parte de experimentos realizados en ratones knockout de
AQPs (AQP-KO) para diferentes condiciones patoldgicas, puesto que hasta la
fecha no se han descrito inhibidores de AQPs que no sean tdxicos para el
organismo y tampoco han sido identificadas en humanos mutaciones en
AQPs que conlleven pérdida de funcién de éstas. Al menos tres grupos han
generado ratones AQP4-KO que han permitido describir tres principales
funciones como son el facilitar el paso de agua hacia dentro y hacia fuera del
SNC, migraciéon de astrocitos y neuroexcitacion. Experimentos in vivo
describen la ausencia de AQP1 en astrocitos de ratdn, pero sin embargo su
expresion si se detecta en astrocitos de mono (Arcienega y col., 2010),
sugiriendo esto que puede existir una variacion en la funcionalidad o
importancia de AQPs entre roedores y primates. A continuacién se describe
mas en detalle como las AQPs participan de estas tres funciones principales

en el SNC.

En adultos, la cavidad intracraneal estd comprendida por varios
compartimentos (sangre, liquido cefalorraquideo y los espacios intersticiales
e intracelulares del parénquima cerebral) y esta rodeada por un craneo no
distensible. EI movimiento del agua a través de estos compartimentos se
produce en respuesta a cambios osmaticos y fuerzas hidrostaticas. Aunque

las moléculas de agua pueden atravesar las membranas directamente y en
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menor grado a través de transportadores de glucosa y canales iénicos, AQP4
juega un papel esencial en la determinacién de la permeabilidad al agua de
la barrera hematoencefélica (BHE). La eliminacién de la expresion de AQP4
se asocia a una reduccién de siete veces la permeabilidad al agua de la
membrana plasmadtica en cultivo de astrocitos (Solenov y col., 2004) y de
diez veces la permeabilidad en la BHE en cerebro de ratén (Papadopoulos y
Verkman, 2005). La reduccion del 27% de la expresion de AQP4 mediante
ARN interferente (siRNA), causé en cerebro de rata una disminucion del 50%
en el coeficiente de difusion aparente, lo que es consistente con una
reduccion de la permeabilidad al agua en la membrana plasmatica de los
astrocitos (Badaut y col., 2011). Sin embargo, en ratones AQP4-KO se ha
observado una presion intracraneal normal (Papadopoulos et al., 2004) y tan
sélo un pequeio incremento en el contenido de agua total del cerebro (Haj-
Yasein y col., 2011; Papadopoulos et al., 2004). Estos resultados sugieren
gue AQP4 no es necesaria para movimientos relativamente lentos del agua
dentro y fuera del cerebro que tiene lugar bajo condiciones fisioldgicas
normales, ya que estos pueden ocurrir a través de vias independientes de
dicha proteina. En enfermedades del SNC, tales como dafio cerebral,
meningitis, tumor cerebral e hidrocefalia, el flujo de agua hacia dentro y
fuera del cerebro aumenta, causando un incremento de la presion
intracraneal por el exceso de acumulacion de agua en los compartimentos
intracraneales. Este aumento de la presidon intracraneal es perjudicial, ya
gue puede causar isquemia cerebral, hernia y, en Ultima instancia, la muerte
cerebral (Marmarou, 2007; Papadopoulos y Verkman, 2007). Es en estas
situaciones patoldgicas en las que AQP4 facilita el transporte de agua

cerebral, cobrando asi importante relevancia funcional.
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La idea general que se tiene en la actualidad en relacién a las AQPs y
su papel en la homeostasis del LCR es que AQP1 participa en la secrecion de
LCR y AQP4 en su absorcidon. El LCR es secretado por el plexo coroideo y
absorbido a través de las granulaciones aracnoideas del seno venoso y otras
rutas como el flujo transependimal en el cerebro. La produccién de LCR
involucra el transporte activo de Na*, via la ATPasa Na*/K*, desde la sangre a
los ventriculos, generando un gradiente osmoético que impulsa el flujo de
agua. AQP1 se expresa en la cara apical del epitelio del plexo coroideo
(Nielsen y col., 1993). La comparacion de ratones AQP1-KO respecto a
silvestres muestran una reduccién de cinco veces la permeabilidad al agua, y
un descenso del 50% en la presidn intracraneal. En AQP1-KO la produccion
de LCR se vio reducida en un 25%, sugiriendo la participacién de AQP1 en su
produccién, aunque no de forma exclusiva (Oshio y col., 2005). Por su parte,
AQP4 presente en células ependimarias y astrocitos subependimarios
parece ser determinante en el flujo de LCR entre ventriculos y parénquima
cerebral, no quedando claro sin embargo el papel que desempefia en los
plexos coroideos (Mobasheri y col., 2007; Speake vy col., 2003; Suzuki y col.,
2013; Venero y col., 1999). El beneficio clinico de la induccién de AQP4, es
predicho por un modelo de andlisis de multiples compartimentos, en el que
tan sélo duplicando la permeabilidad de AQP4 se reduciria la dilataciéon
ventricular y la presién intracraneal en mas de un 40%, y podria tener un
impacto significativo en el resultado clinico de las hidrocefalias (Bloch y col.,

2006).



INTRODUCCION

La expresion de AQP4 parece fundamental para la migracion de
astrocitos ya que da lugar a células polarizadas en el frente de migracién
(Saadoun y col., 2005). Experimentos in vitro, muestran que cultivos de
astrocitos de ratones silvestres migran mas rapidamente que los de ratones
AQP4-KO, aunque no se apreciaron alteraciones en proliferacién o adhesion
celular (Auguste y col., 2007). En ensayos in vivo, la formacién de la cicatriz
glial se vio alterada en ratones AQP4-KO (Saadoun et al., 2005). Se ha
propuesto por tanto que la migracién en astrocitos dependiente de AQP4
puede facilitar la formacidon de la cicatriz glial. Como mecanismo para
explicar la migracidon de astrocitos dependiente de AQPs, se ha propuesto
que las AQPs facilitan el transporte de agua en el frente de migracién
incrementando la extension del lamelipodio. De acuerdo a este mecanismo,
la despolimerizacion de la actina y/o la entrada de soluto en el lamelipodio
crean un gradiente osmodtico que impulsa la entrada de agua a través de la
membrana plasmatica. El resultante aumento de la presion hidrostatica
causa la expansién local de la membrana plasmatica, seguida por una
repolimerizaciéon de actina para estabilizar la protrusiéon de la membrana

celular (Charras y col., 2005).

Los estudios en ratones knockout y rodajas de cerebro han sugerido
gue AQP4 esta implicada en la transduccion de sefiales neurales. Ratones

AQP4-KO tienen un menor umbral para la iniciacién de una crisis epiléptica
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con estimulacion quimica o eléctrica, muestran crisis mas prolongadas y una
cinética de recaptacion de K* alterada (Lee y col., 2012). En el modelo de

acido kainico intra-hipocampal de epileptogénesis, ratones AQP4-KO
muestran un aumento en la frecuencia de convulsiones espontdneas
durante la primera semana después del estado epiléptico (Lee et al., 2012).
Estudios con microelectrodos e imagen de fluorescencia en el cerebro in
vivo y en rodajas de cerebro de ratones deficientes en AQP4 también
muestran una lenta acumulacion de K* en el espacio extracelular del cerebro
durante la neuroexcitaciéon y un retraso en la recaptaciéon de K* después de
la neuroexcitacién. Esta lenta recaptacion de K* podria ser el motivo de los
diferentes fenotipos de neuroexcitacion, como la prolongada duracién de las
crisis, que se observan en ratones AQP4-KO. La relacidn mecanicista entre la
recaptacion de K* por los astrocitos y la permeabilidad al agua mediada por
AQP4 todavia no esta clara. Una de las hipétesis es que AQP4 facilitaria la
entrada de agua en los astrocitos, lo que provocaria la disminuciéon del
volumen del espacio extracelular y el aumento de la concentracién de K* en
el mismo, favoreciendo una mayor recaptacidon de K* por los astrocitos. Esta
hipdtesis, que estd apoyada por modelos matematicos, es muy interesante
puesto que relaciona directamente los fenotipos de neuroexcitacion
obtenidos con el transporte de agua mediado por AQP4. Sin embargo, la
posibilidad de que dichos fenotipos resultantes de la deficiencia de AQP4
puedan explicarse por la expresiéon alterada de otros genes distintos de

AQP4 no puede ser excluida (Papadopoulos y Verkman, 2013).
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Figura 4. Implicacion de AQP4 en la migracidon de astrocitos y neuroexcitaciéon. Durante la migracion,
el agua se introduce en el citoplasma principalmente a través del AQP4 por un gradiente osmético
creado por la despolimerizacion de la actina y la entrada de soluto, facilitando la extension
lamelipodial en la direccion de la migracion celular (A). También se propone que AQP4 tenga un papel
en la neurexcitacion fuera de la hendidura sinaptica. La neuroexcitacién implica una liberacién de K*
por las neuronas, y una captacion de K* y agua por el astrocito. Tomado de (Papadopoulos y Verkman,
2013)

2. Patologias del sistema nervioso central asociado a AQPs

2.1 Edema

Hay una creciente evidencia que plantea que la deficiencia de AQP4
estd asociada con la reduccidon del edema cerebral citotéxico en ratones.
Este tipo de edema se caracteriza por hinchazdn celular, espacio extracelular
reducido y BHE intacta; y estd provocado por un flujo de agua desde los
vasos hacia el citosol de las células ocasionado por un fallo en la bomba

Na*/K* o un déficit de Na* extracelular. Este tipo de edema se produce en la
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fase temprana de la isquemia cerebral, por hipoxia, hiponatremia,
hiperhidratacién, etc. Se ha comprobado que ratones AQP4-KO desarrollan
un 35% menos de inflamacion cerebral hemisférica que los ratones
silvestres 24 h después de la oclusidén de la arteria cerebral media. También
se ha observado una reduccion de la inflamacién cerebral causada por
hiperhidratacién e isquemia cerebral en ratones sintrofina-a-KO, que se
caracterizan por la reduccion de la expresion de AQP4 en los podocitos. En
comparacion con los ratones silvestres, en los ratones AQP4-KO vy sintrofina-
a-KO la tasa de absorcién de agua en el parénquima cerebral tras una

hiperhidratacién se reduce nueve veces (Tait y col., 2008).

En contraste con el papel beneficioso que la ausencia de AQP4 pueda
tener en el edema citotdxico, la deficiencia de AQP4 produce mas
inflamacién cerebral en ratones con edema vasogénico. Este tipo de edema
tiene su origen en fuerzas hidroestaticas que provocan la extravasacién de
un exudado rico en proteinas desde el plasma, a través de la BHE que se
encuentra alterada, hasta el espacio extracelular que se expande. Esta
provocado por tumores y abscesos cerebrales. La implantacion de células de
melanoma en cerebro de ratones silvestres y AQP4-KO produce tumores
comparables después de una semana, sin embargo la presion intracraneal es
mucho mayor en los ratones AQP4-KO. Este hallazgo sugiere que en el
edema cerebral vasogénico, el exceso de agua entra en el espacio
extracelular del cerebro por una via independiente de AQP4, pero sale
principalmente del cerebro a través de los canales de agua AQP4 hacia el
LCR y sangre. Esta diferencia entre el edema citotdxico y el vasogénico

parece ser debida a la diferencia osmética del medio, siendo este gradiente
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el que determina la direccion del flujo de agua mediante transporte pasivo a

través de AQP4. (Hsuy col., 2015; Tait et al., 2008).

El glioblastoma es el tumor cerebral mas comun. Se trata de un tumor
muy dificil de erradicar por su elevada capacidad de infiltracion en los
tejidos cerebrales colindantes. En estos tumores se ha establecido una
correlacién entre la cantidad de edema cerebral y la sobreexpresién de
AQPs (AQP4, AQP1 y AQP9) que hay en sus células. También se ha
propuesto que dichas proteinas facilitan la migracién de las células
tumorales lo que promueve la infiltracion del tumor en los tejidos que lo

rodean (Papadopoulos y Verkman, 2013).

AQP4 participa en la homeostasis del agua y del K* durante la actividad
neuronal. Estos dos parametros tienen poderosos efectos sobre Ia
susceptibilidad a las crisis epilépticas, por lo que AQP4 y las proteinas con las
que esta interacciona podrian representar nuevas dianas terapéuticas para
el control de las convulsiones. En pacientes con epilepsia, se ha observado
una desregulacion en la homeostasis del K* y una sobre expresion vy
distribucién alteradas de AQP4. La relevancia que estos hallazgos tienen en
la epileptogénesis del hipocampo y en la epilepsia humana requiere un

estudio mas profundo del tema.
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Dada su localizacion, se piensa que AQP4 puede estar implicada en la
regulacion de los flujos de agua e iones de la interaccién glioneuronal y
también de las interacciones gliovasculares a través de la BHE y por lo tanto
jugaria un papel critico durante el metabolismo tanto del tejido activo como
en estados fisiopatoldgicos. Nuevos datos indican ademas que AQP4 podria
estar implicada en la osmodeteccidn, actuando junto a TRPV4 (del inglés
“transient receptor potential vanilloid channel”) y en la sefializacion mediada
por Ca?* en los astrocitos. La relevancia de estos resultados en el contexto

de la epilepsia se estd investigando actualmente (Binder y col., 2012).

La neuromielitis éptica (NMO), también conocida como enfermedad
de Devic’s, es una enfermedad autoinmune inflamatoria de caracter
desmielinizante del sistema nervioso central que principalmente afecta al
nervio éptico y a la médula espinal (Jacob y col.,, 2007; Kim y col., 2011).
Durante mucho tiempo ha existido mucha controversia de si la neuromielitis
Optica es una variante de la esclerosis multiple (EM) o es una enfermedad
diferente (Mata y Lolli, 2011). Sin embargo gracias a estudios clinicos,
inmunolégicos, radiolégicos y patolégicos, se ha establecido que la NMO es
una enfermedad distinta de la EM, viéndose aun mas reforzada esta postura
tras el descubrimiento, en 2004, de un anticuerpo especifico anti-AQP4 en
pacientes con NMO (Kim et al., 2011). La epidemiologia de la NMO no esta

claramente definida porque la enfermedad solia ser mal diagnosticada como
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EM y aunque existen datos de pacientes con NMO de todos los continentes,
los estudios epidemiolégicos son muy escasos y su incidencia y prevalencia
estan todavia pobremente establecidos (Mandler, 2006; Mealy y col., 2012).
La incidencia de NMO es mayor en poblaciones asiaticas, india y negra con
respecto a la poblacién caucasica, coincidiendo a su vez estos grupos étnicos
con una tasa de pacientes con EM mas baja (Cossburn y col., 2012; Lana-

Peixoto, 2008; Rivera y col., 2008).

La mayoria de los pacientes que desarrollan la NMO suelen ser
mujeres, llegando a ser la tasa de incidencia de entre 3:1 o incluso 6:1 segln
la poblacién (Cossburn et al., 2012; Mealy et al., 2012; Wingerchuk, 2009).
La prevalencia de la enfermedad en mujeres puede sugerir alguna
asociacion directa al cromosoma X o que las hormonas sexuales juegan un

papel en el desarrollo de la NMO (Wingerchuk, 2009).

La edad de inicio varia desde la infancia hasta la edad adulta, pero la
enfermedad afecta a los adultos, en su mayoria jévenes, con una edad
media de inicio superior a la de EM (Kim et al., 2011; Lana-Peixoto, 2008) y
gue en funcién del pais de estudio, se contempla dentro del rango de los 40

a 55 afios (Mealy et al., 2012; Papais-Alvarenga y col., 2002).

La enfermedad puede seguir un curso monofasico o recidivante. La
NMO de curso monofasico fue la primera descrita por Eugéne Devic (Devic,
1894), donde Ila mielitis transversa y la neuritis O&ptica ocurren
simultdneamente o en un corto periodo de tiempo. Sin embargo, en mas del

80-90% de los casos, la NMO suele seguir un curso recidivante, siendo la de
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curso monofasico la menos frecuente (Mata y Lolli, 2011; Papadopoulos y

col., 2014).

La alta especificidad de los anticuerpos IgG anti AQP4 (NMO-IgG) ha
sido utilizada para expandir el espectro clinico y de neuroimagen de la NMO.
Se ha establecido un consenso para la definicion de este nuevo espectro
clinico de la NMO (NMOSD), que unifica el concepto tradicional de la NMO
junto a las definiciones modernas surgidas en torno a NMOSD. Este
consenso permite un diagndstico de la NMOSD donde tienen cabida la
seropositividad y seronegatividad de las muestras para NMO-IgG, siempre
gue estén asociadas a otras caracteristicas clinicas como se muestran en la

Tabla 2 (Wingerchuk y col., 2015).

Criterios de diagndstico para NMOSD con AQP4-IgG
1. Al menos una caracteristica clinica basica.
2. Test positivo para anticuerpos AQP4-IgG mediante método de deteccion (CBA
recomendada)
3. Exclusidn de diagndsticos alternativos

Criterios de diagndstico para NMOSD sin AQP4-1gG o sin determinar
1. Al menos 2 caracteristicas clinicas basicas ocurren como resultado de uno o mas ataques y
cumple con los siguientes requerimientos:
a. Al menos una caracteristica clinica basica debe ser neuritis dptica, mielitis aguda con
LETM o sindrome del area postrema.
b. Diseminacidn en el espacio
c¢.  Cumplimiento de IRM requeridas
2. Test negativo para anticuerpos AQP4-IgG o test no disponible
Caracteristicas clinicas basicas
1. Neuritis dptica
2. Mielitis aguda
3. Sindrome de area postrema
4. Sindrome del tronco del encéfalo agudo
5. Narcolepsia o sindrome diencefalico agudo con lesiones en IRM tipicas de NMOSD
Tabla 2. Guia diagnéstica para la NMOSD. Tomado y modificado de (Wingerchuk et al., 2015)
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Para un diagnéstico correcto de la enfermedad, los criterios
establecidos desde 2006 determinan que se debe cumplir que el paciente
presente una mielitis aguda, neuritis dptica y al menos uno de los siguientes
criterios: lesion de al menos 3 segmentos de la médula espinal, no cumplir
criterios de diagndstico para EM o presentar anticuerpos anti-AQP4 en

suero (Wingerchuk y col., 2006).

Diversas enfermedades autoinmunes han sido descritas en al menos
un 30% de pacientes con NMO, lo que sugiere que personas con esta
condicidon pueden tener una predisposicion genética a una autoinmunidad
anémala (lyer y col., 2014). La presencia de mutaciones en AQP4, parece no
tener en cuenta la susceptibilidad a NMO (Matiello y col., 2011), y aunque
algunos estudios parecen encontrar relacion entre alelos HLA (antigenos
leucocitarios humanos) y NMO (Brum y col., 2010; Matsushita y col., 2009),
otros no han encontrado relacion (Zephir y col., 2009), lo que sugiere una
susceptibilidad genética compleja, multifactorial, que hace que esta
enfermedad sea heredable en tan sélo un 3% de los casos (Matiello y col.,

2010).

La respuesta de las inmunoglobulinas (IgG) a autoantigenos refleja la
colaboracién y regulacion de las células T con células B antigeno especificas.
El papel de las células T efectoras, especificas para AQP4, no ha sido descrito
aun, pero éstas células podrian contribuir al inicio en la disrupcién de la

barrera hematoencefalica (Pittock y col., 2006). En lesiones establecidas de
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NMO, las células plasmdticas, un tipo de linfocito B productor de
anticuerpos, producen IgG y existe evidencia de un incremento de
produccién intratecal de NMO-IgG, observandose que a elevados niveles
hay correlaciéon significativa con ataques severos de la enfermedad (lorio y
col., 2011; Kremer y col., 2013; Magana y col., 2009; Vernant y col., 1997).
La interleucina 6, citoquina con actividad proinflamatoria, mejora la
supervivencia de las células plasmaticas, siendo mayores sus niveles en
plasma de pacientes con NMO que en controles sanos. Estas células
plasmaticas se detectan en sangre periférica de pacientes con NMO y son
mas numerosas en la fase de ataque de la enfermedad. En experimentos in
vitro, se ha observado que la interleucina 6 promueve la produccién de I1gG
especificas de AQP4 por células plasmaticas derivadas de sangre y LCR de
pacientes con NMO (Long y col., 2014a; McKeon y col., 2008; Pittock y col.,
2008; Vernant et al., 1997).

Para que tenga lugar la patogenicidad de las células, se requiere de la
unién de IgG al dominio extracelular de AQP4 (McKeon y col., 2009). AQP4-
IgG es predominantemente del tipo 1gG1, un potente activador del sistema
del complemento. La formacién de OAPs por AQP4 cubre un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad, ya que los anticuerpos
NMO-IgG se unen con mayor afinidad a los OAPs que a los tetrdmeros
aislados que también forma AQP4 (Crane y col.,, 2011). El incremento de
esta afinidad descrita, implica un mayor efecto en la citotoxicidad, en el que
la proteina del complemento Clq, se une con mayor eficiencia cuando AQP4
forma estas estructuras macromoleculares (Phuan y col.,, 2012). Los
anticuerpos NMO-IgG que estdn unidos a tetrameros de la isoforma M1,

rapidamente se internalizan en vesiculas por mecanismos de proteccion
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propios de la célula, sin embargo, los que se unen a los OAPs, formados
principalmente por M23, poseen un tamafio mayor que excede la capacidad
del astrocito para poder ser endocitado (Bergamaschi y col., 2009). Los OAPs
permitiran crear un entorno de elevada densidad de IgG agrupados que ante
la presencia del complemento producird una llamativa activacién de éste,
promoviendo la quimiotaxis de leucocitos, permeabilidad vascular con
afluencia masiva de plasma rico en IgG, complemento y factor reumatoide,
el cual mejora aun mas la activacion del complemento (McKeon et al.,

2009).

El blogueo del flujo de agua por los autoanticuerpos, podria explicar el
prominente edema intramielinico observado en lesiones tempranas de
NMO, el cual es un precursor potencial de la desmielinizaciéon (Armagan vy

col., 2012; Bergamaschi et al., 2009).

La alteracion de la homeostasis del glutamato es otra posible
propiedad potencialmente patégena de AQP4-lgG. El transportador de
glutamato también llamado “excitatory aminoacid transporter-2, (EAAT2)”
estd unido de forma no covalente a AQP4 en la membrana presinaptica de
astrocitos, por lo que se co-internaliza ante la presencia de AQP4-IgG. EAAT2
realiza el 90% de la captacion de glutamato en el SNC. Experimentos in vitro
muestran como en cultivos de astrocitos, ante la presencia de AQP4-1gG se
reduce la captacién de glutamato. Ademas, las lesiones de medula espinal
en pacientes de NMO muestran una materia gris con elevada deficiencia de
EAAT2 (Reindl y col., 2013). Este efecto de los anticuerpos AQP4-IgG sobre el
transportador EAAT2, reduciendo su actividad, tiene como consecuencia el
aumento de niveles extracelulares de glutamato, los cuales resultan toxicos

para los oligodendrocitos ocasionando su muerte, y por ello se postula como
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otra posible causa de la desmielinizacion en NMO (Hoftberger y col., 2015;
Kitley y col., 2014b). ElI farmaco Ceftriaxone, potente estimulador del
transportador de glutamato (EEAT2) (Rothstein y col., 2005), fue propuesto
para su uso en NMO (Ratelade y Verkman, 2012), sin embargo, otros
autores, descartan la relacion de altos niveles de NMO-IgG con la

disminucion en la captacion de glutamato (Ratelade y col., 2011).
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Figura 5. Mecanismos de patogénesis de NMO. AQP4-I1gG y las células plasmaticas productoras de
estos anticuerpos, atraviesan la barrera hematoencefalica hacia el SNC, donde AQP4-IgG se une a las
AQP4 de los astrocitos. Esta unidn implica la activacidn del sistema del complemento, que conduce a
la inflamacion, dafio en oligodendrocitos, desmielinizacion y muerte neuronal (Papadopoulos et al.,
2014).
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En la actualidad, son varias las técnicas que permiten detectar los
anticuerpos anti-AQP4 en el suero de pacientes, técnicas que pueden ser
clasificadas en funcién de si el ensayo se realiza sobre tejido, células o
proteinas (Trebst y col., 2014). La deteccidon de anticuerpos anti-AQP4 ha
avanzado considerablemente en los ultimos afios mejorando la sensibilidad

del diagndstico sin comprometer la especificidad (Wingerchuk et al., 2015).

De las técnicas desarrolladas hasta la fecha, los resultados obtenidos
indican que el método basado en células transfectadas con AQP4 (Cell Based
Assay, CBA) es el que permite un mejor diagndstico, con una sensibilidad de
76% y especificidad del 99%. Otros métodos, como el que se realiza sobre
tejidos con expresion enddgena de AQP4 (Tissues Based Assay, TBA), o
ensayos de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), muestran menor
sensibilidad y especificidad, siendo en el TBA la sensibilidad del 59% vy la
especificidad del 98%, o en los ensayos de ELISA la sensibilidad del 65% vy la
especificidad del 97% (Ruiz-Gaviria y col., 2015).

Existen pacientes que cumplen los criterios del NMOSD, en los que no
se han detectado anticuerpos anti-AQP4, lo que supone un verdadero reto
en el diagnéstico (Marignier y col., 2013). La mayoria de los pacientes que
padecen NMO en su variante monofasica tienen mds probabilidad de ser
seronegativos para anticuerpos anti-AQP4 que los que presentan la variable
con recaidas (Jarius y col., 2012). Para una pequeiia parte de los pacientes
gue presentan caracteristicas clinicas de NMO, casi todos seronegativos en
la deteccion de NMO-IgG, se ha descrito la presencia de anticuerpos contra

la glicoproteina de la mielina de oligodendrocitos (MOG) (Kitley et al.,
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2014b; Kitley y col., 2012; Mader y col., 2011; Sato y col., 2014). Estos
hallazgos podrian sugerir que algunos pacientes seronegativos para NMO-
IgG con caracteristicas clinicas y de neuroimagen de NMOSD tienen una
patogénesis subyacente diferente (Marignier et al., 2013), aunque el papel
de los anti-MOG y otros anticuerpos aun esta por determinar (Reindl et al.,
2013). Ocasionalmente puede ocurrir que un paciente en un primer analisis
no presente anticuerpos NMO-IgG, pero que posteriormente si los presente.
Aunque este hecho pueda tener explicaciones técnicas, en algunos casos los
niveles de anticuerpos se ven incrementados en episodios de recaida y a su
vez disminuyen con los tratamientos de inmunosupresién al que se someten
los pacientes (Jarius y col., 2008). Existen casos clinicos de NMO en los que
se han detectado anticuerpos NMO-IgG en liquido cefalorraquideo, pero no
en suero, aunque no resulta frecuente (Jarius y col., 2010; Kalluri y col.,
2010; Klawiter y col., 2009; McKeon y col., 2011). La deteccion de
anticuerpos NMO-IgG facilita el diagndstico de la enfermedad en estadios
tempranos, o al menos para descartar como diagndstico la esclerosis
multiple, resultando ser un avance de gran importancia, ya que
observaciones recientes sugieren que el tratamiento para EM como
interferén-B, natalizumab y fingolimod pueden ser perjudiciales para
pacientes con NMO (Kimbrough y col., 2012; Kleiter y col., 2012; Min y col.,
2012; Papeix y col., 2007).
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Las terapias para tratar la NMO consisten en reducir al minimo la
discapacidad neuroldgica aliviando los ataques agudos y previniendo de las
exacerbaciones futuras. Las terapias agudas estan disefiadas para minimizar
las lesiones y acelerar la recuperacion, mientras que las terapias preventivas

se centran en la reduccion de la frecuencia y severidad de los ataques.

Para tratar ataques agudos suele aplicarse un tratamiento basado en
metilprednisolona intravenosa y plasmaféresis. Los corticosteroides tienen
multitud de efectos antiinflamatorios e inmunosupresores, incluyendo la
reduccion de linfocitos y monocitos circulantes; disminucion de la expresion
de moléculas de adhesion celular y metaloproteinasas; y la alteracion de la

transcripciéon de citoquinas proinflamatorias.

Para la prevencién de los ataques, se aplica una terapia
inmunosupresora desde el primero, debido a la alta probabilidad de
repeticiones. Las terapias preventivas se utilizan para agotar poblaciones de
células inmunes, disminuir anticuerpos AQP4-IgG circulante, o interferir en
la proliferacion celular inmune o de activacidn. Curiosamente, los agentes
mas comunmente usados, azatioprina, micofenolato y rituximab, se dirigen
principalmente a los linfocitos y parecen disminuir la actividad de la
enfermedad sin efectos consistentes sobre los titulos de AQP4-IgG. La
respuesta clinica sugiere que los linfocitos podrian promover la actividad de
la enfermedad a través de diversas y complejas funciones, incluyendo la
presentacion de antigenos, la produccidn de citoquinas proinflamatorias y

alteracion de redes inmunes reguladoras (Papadopoulos et al., 2014).
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Existen otros tratamientos que resultan efectivos para tratar la
esclerosis multiple pero que sin embargo pueden empeorar el curso de la
NMO. Un ejemplo es el caso del natalizumab, un anticuerpo monoclonal
dirigido contra la integrina a4B1 VLA-4 (very late antigen 4). Se ha descrito
que el natalizumab no tiene efecto o incluso produce un empeoramiento de
la enfermedad en pacientes con NMO seropositivos para NMO-IgG (Barnett
y col.,, 2012; Kleiter et al., 2012) y también en pacientes NMO seronegativos
(Kitley y col., 2014a). En un estudio de 5 pacientes con NMO a los cuales se
les tratd con natalizumab, se registraron 9 recaidas y un incremento en la
Escala Expandida del Estado de Discapacidad (EDSS) de 4 a 7 de media
(Kleiter et al., 2012). Las lesiones observadas durante el tratamiento con
natalizumab mostraron una desmielinizacidon activa, una severa infiltracion
de neutrodfilos y eosindfilos y muerte de astrocitos (Barnett et al., 2012). El
natalizumab puede incrementar la actividad de la enfermedad a causa del
incremento del numero de células T proinflamatorias periféricas o
eosindfilos (Polman y col., 2006) , pudiendo estos ultimos migrar al SNC y
agravar la formacion de la lesion (Lucchinetti y col., 2002; Zhang y Verkman,
2013) o facilitar la estabilizacion de células plasmaticas de la médula 6sea

especificas de AQP4 (Chu y col., 2011).

Varias publicaciones han descrito que ademas de AQP4, los astrocitos
del SNC también expresan abundante AQP1 en la superficie (Gao y col.,
2012; Misu y col., 2013; Satoh y col., 2007). Especialmente se ha observado

una elevada expresion en dreas propensas a desarrollar lesiones
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caracteristicas de NMO (médula espinal, nervio dptico y sustancia blanca del
cerebro) (Misu et al., 2013), lo que sugiere la posible implicaciéon de AQP1 en

la enfermedad, y su posible uso como diana terapéutica.

A causa del complejo criterio de diagnéstico para NMOSD, vy la
ausencia de los anticuerpos anti-AQP4 como biomarcador en ciertos
pacientes de este espectro, se ha explorado la posible presencia de
anticuerpos anti-AQP1 como nuevo biomarcador de la NMOSD. En ensayos
realizados por el grupo de Tzartos (Tzartos y col.,, 2013) mediante las
técnicas RIPA (Rapid Immunofilter Paper Assay), ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) y Western Blot se detectaron anticuerpos anti-AQP1
en el 16.7% de 348 pacientes sospechosos de padecer NMOSD. De este
16.7%, el 4% a su vez, presentaban anticuerpos anti-AQP4. Mediante la
técnica de CBA también se ha descrito la detecciéon de anticuerpos anti-
AQP1 en pacientes con NMOSD (Long y col., 2014b). Sin embargo, cabe la
duda de que la presencia de anticuerpos anti-AQP1 pueda establecerse
como biomarcador de la enfermedad tal como ocurre con AQP4 para la
NMO, ya que su presencia no solo ha sido detectada en algunos pacientes
con sospecha de NMOSD, sino que también han sido detectados en

pacientes sanos (Schanday col., 2015).
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La hidrocefalia es una afeccion en la que un exceso de liquido
cefalorraquideo se acumula en los ventriculos del cerebro. En condiciones
normales existe un equilibrio entre la produccion, la circulacién y los niveles
de absorcién de liquido cefalorraquideo. La hidrocefalia es el resultado de
un desequilibrio en estos procesos que lleva a un incremento del volumen
ocupado por este fluido en el SNC (Rekate, 2009). Existen 2 tipos de
hidrocefalias que atendiendo al criterio del flujo del LCR se clasifican en:

Hidrocefalia comunicante e hidrocefalia obstructiva.

- Hidrocefalia Comunicante:
Suele ser causada por la interrupcién del equilibrio en el flujo de LCR.
La hidrocefalia comunicante ocurre cuando el flujo del liquido
cerebroespinal se ve bloqueado después de salir de los ventriculos
hacia el espacio subaracnoideo de la médula espinal. Esta forma se
denomina comunicante porque el liquido cerebroespinal aun puede

fluir entre los ventriculos, que permanecen abiertos (Rekate, 2009).

- Hidrocefalia Obstructiva:
Es ocasionada cuando el flujo del liquido cefalorraquideo se ve
blogueado a lo largo de una o mds de las vias estrechas que
conectan los ventriculos con el espacio subaracnoideo. Puede ser

causado por quistes, tumores, hemorragias, infecciones,
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malformaciones congénitas, y mas cominmente por estenosis del
acueducto de Silvio o bloqueo del acueducto cerebral (Cheng y col.,

2015).

3.2 Produccidn de liquido cefalorraquideo. Plexo coroideo

Dentro del sistema ventricular del cerebro residen 4 plexos coroideos:
uno en cada ventriculo lateral, otro en el tercer ventriculo y el Gltimo en el
cuarto ventriculo. Hay una red vascular rodeada por una sola capa de células
epiteliales aproximadamente cubicas que estdn unidas por uniones
estrechas y conforman la barrera entre la sangre y LCR (Figura 6)(Lun y col.,

2015).

ChP epithelium

Ventricular spaceJ
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Endothelial cell Fenestrated
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Figura 6. Estructura de los plexos coroideos. En los plexos coroideos (PC) células epiteliales se
disponen rodeando los capilares y tejido conectivo. Modificado de (Lun et al., 2015).

El plexo coroideo humano expresa una amplia gama de
transportadores. Muchos de éstos estan distribuidos de forma asimétrica

entre la membrana apical y basolateral lo cual indica la participacién en el
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transporte vectorial. La secrecion de iones en LCR supera en gran medida el
flujo de reabsorcidn de iones en los ventriculos. Entre los transportadores y
canales presentes en el borde en cepillo, se encuentran los de Na*, K*, Cl,
HCO3:, Ca** y Mg**, participando en la produccidon y homeostasis de LCR
(Figura 7) (Spector y col., 2015).
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Figura 7. Representacion esquematica de transportadores de iones y canales de agua en el epitelio
del plexo coroideo. AQP1 se encuentra tanto en la cara apical como en la basolateral. Los
intercambios iénicos que se producen a través de los transportadores, participan en la regulacién en
la producciéon de LCR y mantenimiento de la homeostasis. Tomado de (Damkier y col., 2010).

Existen pocos estudios que relacionan AQP1 con la hidrocefalia, donde
la mayoria se centra en modelos animales de hidrocefalia congénitos o
inducidos. En humanos, aunque no queda claro el patrén de expresion de

AQP1 en hidrocefalia, la mayoria de estudios apuesta por una diminucién
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poco significativa de la expresién, sugiriendo ser un mecanismo adaptativo
que actla para disminuir la produccion de LCR y la presién intracraneal

(Kalaniy col., 2012).

Hasta la fecha sélo se ha verificado el aumento de la expresiéon de
AQP4 en modelos animales con hidrocefalia, no siendo asi en humanos, en
los que Unicamente se ha medido la cantidad de AQP4 en LCR. Ademas,
recientes estudios han visto que AQP4 participa en el desarrollo e integridad
de la epéndima, ya que AQP4 se localiza préxima a la conexina 43 (Cx43),
componente principal de las uniones gap presente entre células
ependimarias. Como consecuencia, AQP4 podria participar en la regulacién
y produccién del LCR por su papel en la adecuada formacién de las uniones
gap, y que en condiciones de hidrocefalia, su mayor presencia en el LCR sea
debida a la denudacién del epéndima producida por la dilataciéon ventricular

(Castaneyra-Ruiz y col., 2013).
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Dos grandes Objetivos orientaron el trabajo que aqui se presenta.

El primero fue entender el papel de AQP4 en la patologia de la
Neuromielitis dptica (NMO), y desarrollar un sistema de diagndstico,
especifico, sensible, rapido y cuantitativo, para la NMO mediante la
detecciéon de anticuerpos anti-AQP4 (y anti AQP1) en suero de

pacientes.

El segundo fue estudiar la participacion de las principales
acuaporinas de cerebro en la homeostasis del liquido
cefalorraquideo (LCR) en situaciéon control y bajo el estimulo
hipdxico; y discernir el posible papel de estas proteinas en el
desarrollo de la hidrocefalia, usando modelos animales y analizando

muestras de LCR de humanos.
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1. Técnicas de cultivo celular

1.2 Condiciones de cultivo de la linea celular HEK293 (células
embrionarias de rinén humano)

La linea celular HEK293 fue utilizada en los experimentos de deteccién
de anticuerpos anti-AQP4 y anti-AQP1 de sueros de pacientes.

La composiciéon del medio utilizado para su cultivo fue la siguiente:

]

4[ Medio de cultivo - HEK293 J

* DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO)
¢ 1% Penicilina/Estreptomicina (10000 U/ml) (BioWhittaker)
* 10% Suero fetal de ternero (GIBCO) inactivado 30 min a 652C.

Para el mantenimiento de las células, tanto las silvestres (wild type)
como las lineas de sobreexpresion de AQP1 y AQP4, se sembraban en placas
de poliestireno tratadas para cultivo celular (Nunc, Dinamarca) de 10 cm de
diametro, con 10 ml del medio descrito anteriormente y se mantuvieron en

el incubador a 372C, 5% CO; y saturacion de humedad.

Los pases se realizaban cada 4 dias, cuando alcanzaban una
confluencia del 90-95%, a una dilucion 1:5 utilizando tripsina 0,25% (Sigma,
EEUU) para despegar las células. Las transfecciones se realizaban entre los

pases 3y 15.
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Para la elaboracion del cultivo primario de plexo coroideo de rata, se
parti6 de los tejidos extraidos como se detalla en el apartado 4.3,
conservados en un eppendorf de 1,5ml con 0,5 ml de HBSS (Gibco) frio y
estéril. Los tejidos fueron fragmentados mecanicamente en campana de
extraccion de flujo (Telstar Bio Il A) con unas tijeras estériles tipo castroviejo
con la parte activa curva (WPI, 501234) durante al menos 5 minutos. Con
este procedimiento troceamos el tejido, pero para obtener una dispersion a
nivel de célula, se incubd el tejido en un tubo de 15ml con 1 ml de solucién
de digestion que contenia proteasas (pronase, Calbiochem) a una
concentraciéon de 4mg/ml. Esta solucidon fue previamente filtrada con un
filtro de 0,22um para mantener las condiciones de esterilidad. Se dejé
incubar en el bafio a 372C durante 10 minutos. A continuacion se detuvo la
digestion afiadiéndole 4ml de HBSS. Para limpiar el homogenado celular se
centrifugd a 800x g durante 5 minutos a 42C. Para una mayor limpieza, tras
desechar el sobrenadante, se resuspendié en 6ml de HBSS y se repitieron las
mismas condiciones de centrifugado. Tras esto, se descarté el sobrenadante
y el pellet se resuspendié en 2ml de medio de cultivo, siendo la composicién

de éste:
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Medio de cultivo - plexo coroideo-

e DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO)
¢ 1% Penicilina/Estreptomicina (10000 U/ml) (BioWhittaker)

* 10% Suero fetal de ternero (GIBCO) inactivado 30 min a
652C.
e Factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Sigma Aldrich)

Seguidamente, para evitar acimulos, se dispersaron mecdnicamente
las células con ayuda de una jeringa y aguja de 20 gauges, pasandolas a
través de ésta al menos 10 veces. Para el recuento de células fueron
retirados 10 pl que fueron mezclados a su vez con 10ul de azul de tripano
(Trypan Blue, Sigma), producto que tifie las células muertas. Se contaron
teilidas con “tripan blue” con contador de células (marca), obteniéndose

normalmente suspensiones en torno a un total de 4x10° células/ml.

Las células se sembraron en placas de 35mm (marca) previamente
tratados con coldgeno tipo | (marca). El tratamiento de las placas se
realizaba del siguiente modo: Se preparaba una dilucién 1:10 del colageno
en agua estéril con la que se cubrian completamente la superficie de las
placas, dejandose durante 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, se le retiraba el coldgeno y se dejaba secar en condiciones de

esterilidad.
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En las placas se sembraban un total de 2x10° células en el mismo
medio que se ha descrito anteriormente y se incubaban en condiciones

saturadas de humedad, 5% CO, a 37°C.

Tras 10 horas de incubacidn, las células epiteliales de plexo coroideo
no se han adherido a la placa, pero si lo han hecho los fibroblastos, ya que a
diferencia de las epiteliales que se adhieren a las 16-24 horas, los
fibroblastos lo hacen entre las 6-10 horas. De este modo, para evitar la
contaminacion de nuestro cultivo con fibroblastos, se retiraba el medio a las
10 horas y se sembraba en una placa nueva. De nuevo, se pasaba al
incubador y esta vez se trataba de evitar cualquier tipo de manipulacion
durante al menos 48h. El medio se le cambiaba cada 2-3 dias, evitando que
se consumiese el factor de crecimiento epidérmico (EGF), conservandose las

condiciones éptimas de proliferacion.

Para aumentar la pureza de nuestro cultivo y reducir al maximo los
fibroblastos, en el primer cambio de medio se le agregaban a éste 20ul de
cis-4-Hydroxy-D-proline (Sigma) (25ug/ml), el cual actda inhibiendo el
crecimiento de los fibroblastos. Los experimentos se realizaban cuando al

menos habian transcurrido 6-7 dias tras la extraccion celular.
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2. Técnicas de biologia molecular

2.1 Generacion de las construcciones del cDNA de AQP4 humana

Con la idea de sobreexpresar el gen de AQP4 en las células HEK293, se
elaboraron construcciones génicas donde un vector de expresion incluia la

secuencia codificante para este gen.

Originalmente el gen estaba inserto en el pldsmido comercial pDNR-
LIB (BD Biosciences Clontech) (Figura 8), el cual contenia la secuencia que
codificaba la isoforma M1 (972pb) de AQP4, mas larga que la isoforma M23
(906pb), lo cual permitia que a partir de esa construcciéon se pudiese
obtener las dos isoformas. Para ello, se diseflaron oligonucledtidos
especificos para amplificarlas por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
y seguidamente clonarlos en un vector de expresion como pCDNA3

(Invitrogen) y pEGFP-N (Clontech).
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#+ Created with SrapGana®

pPDNR-LIB-AQP4-ML
5344 bp

Figura 8. Estructura de la construccion pDNR-LIB-AQP4y. Plasmido que contenia la secuencia del
gen de AQP4, a partir de la cual se obtuvo las 2 isoformas M1y M23. El vector pDNR-LIB contiene dos
sitios loxP que permiten que cualquier inserto sea colocado en el MCS (multiple cloning site) para ser
tansferido a otro vector aceptor usando la recombinasa Cre. El vector posee un gen de resistencia a
cloranfenicol, importante para la seleccion de bacterias que portan el plasmido.

En el proceso de clonacién en pCDNA3 (Figura 2), se disefiaron
oligonucleétidos (Tabla 3) conteniendo en el extremo 5’ los sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion EcoRV para el forward y Xhol
para el reverse, que permitieron la insercién unidireccional del cDNA en el

plasmido.

47
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Nombre Secuencia

Forward M23 — EcoRV | ACTCGATATCGGCGGTGGGGTAAGTCTGGAC
Forward M1 — EcoRV ACTCGATATCGGAAGGCATGAGTGACAGACC
Reverse — Xhol ACTCCTCGAGAATGGGTGGAAGGAAATCTGA

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos usados para la clonaciéon de las dos isoformas de AQP4, M1y
M23, en pCDNAS3. En rojo se indica la secuencia diana afiadida correspondiente con los sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion.

Una vez amplificada la secuencia que codificaba cada isoforma, tanto
éstas como el pldsmido pCDNA3 eran cortados con las enzimas de
restriccion EcoRV y Xhol y ligados seguidamente, obteniéndose los clones

listos para ser transfectados.

pPCDNA3-AQP4-M1
6611 bp
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EcoRV (964)

pCDNA3-AQP4-M23
6545 bp

Xhol (2103)

Figura 9. Clonacion de las isoformas de AQP4, M1 y M23, en el vector de expresion pcDNA3. En el
esquema se muestra la estructura de las construcciones pcDNA3-AQP4m:1 y pcDNA3-AQP4wma2s
sucesivamente. El plasmido pCDNA3 es un vector disefiado para una elevada expresidon en células de
mamiferos de forma estable o transitoria. Contiene el promotor CMV que permite obtener altos
niveles de expresion en células de mamifero. El vector posee un gen de resistencia a ampicilina,
importante para la seleccién de colonias bacterianas que portan el plasmido, y también un gen de
resistencia a neomicina.

Para la clonacién de las isoformas en el plasmido pEGFP-N1 (Figura 3),
gue permite la expresion de una proteina de fusién fluorescente (AQP4-
EGFP), se utilizdé la misma estrategia descrita arriba, disefidandose para ello
nuevos oligonucledtidos (Tabla 4) a los que también se les afiadieron
secuencias especificas para el reconocimiento de las enzimas de restriccién,

Xholy Xmal.
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Nombre Secuencia

Forward M23 — Xhol ACTGCTCGAGAGGCGGTGGGGTAAGTGTGGAC
Forward M1 — Xhol ACTGCTCGAGGAAGGCATGAGTGACAGACC
Reverse — Xmal ACTGCCCGGGATACTGAAGACAATACCTCTCC

Tabla 4. Secuencia de oligonucleédtidos que codifican las dos isoformas de AQP4, M1y M23, para la
clonacién en pEGFP-N1. En rojo se indica la secuencia diana afiadida correspondiente con el sitio de
reconocimiento Xhol en el caso del forward y Xmal en el del reverse.

i Creamd with SnapGana®

pEGFP-N1-AQP4-M1

5516 bp

Xmal (1839)
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s Craated with SnapGana®

Xho (613)

pEGFP-N1-AQP4-M23
5846 bp
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Figura 10. Clonacion de las isoformas M1y M23 de AQP4 en pEGFP-N1. En el esquema se muestra la
estructura de las construcciones pEGFP-N31-AQP4y; y pEGFP-N1-AQP4\23 sucesivamente. El plasmido
PEGFP-N1 codifica una variante de la GFP nativa, optimizada para obtener una mayor expresion y
fluorescencia mas brillante en células de mamiferos. La regién MCS se encuentra entre el promotor
CMV vy la secuencia codificante de EGFP, asi los genes clonados en el MCS se expresaran fusionados
por el extremo N-terminal a la proteina EGFP. Representacion de los plasmidos que se desarrollaron,
donde se muestra la clonacidn de las isoformas M1 y M23 por separado en el vector pEGFP-N1. El
vector posee un gen de resistencia a kanamicina, importante para la seleccién de colonias bacterianas
que portan el plasmido, y también un gen de resistencia a neomicina.

Para la clonacion de las isoformas M1 y M23 de AQP4 se usaron
técnicas basicas de biologia molecular entre las que se incluyen: purificacion
de fragmento de ADN desde geles de agarosa con el kit QIAEX Il (QIAGEN,
Alemania); reacciones de ligacion con T4 ligasa (Promega, EE.UU.),
transformacion de células competentes E. coli DH5a, extraccion de ADN
(mini-prep y maxi-prep (QIAGEN)) de colonias transformantes, andlisis y
confirmacién de las construcciones por enzimas de restriccion y

secuenciacion.
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2.2 Transfecciones de cultivos celulares de HEK 293

Las transfecciones en lineas celulares se realizaron mediante

lipofeccion (Lipofectamine 2000, Invitrogen) (Figura 11). El dia anterior a la

transfeccidn, al cultivo se le sustituia el medio por el mismo sin suero ni

antibioticos, ya que el suero afecta a la actividad de la lipofectamina y los

antibidticos pueden dafar la célula por los poros que produce en la

membrana plasmatica. Para la formaciéon de los complejos plasmido-

lipofectamina se realizaron en medio OPTI-MEM (Gibco), usando los

volumenes indicados por el fabricante. La mezcla se homogeneizd y se

incubd durante 20 min a temperatura ambiente (t.a.). Esta mezcla se aiiadié

gota a gota en la placa que contenia el cultivo. Las placas se incubaron a

372C durante 6 h. Transcurrido este tiempo, se le sustituia el medio por el

DMEN completo.
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Figura 11. Proceso de lipotransfeccion.
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Mediante el procedimiento de transfeccién, se obtiene un cultivo
transitorio, pero el interés final era tener un cultivo estable. Para ello, en el
primer pase de las células se sembraron a una dilucién elevada (1:30), de
este modo las células crecerian lo suficientemente dispersas como para
poder seleccionarlas. Tras unos 4 dias de crecimiento, se procedia a picar las
colonias formadas de la siguiente manera: En las condiciones mdaximas de
esterilidad, bajo una lupa (Olympus SZX10), con una pipeta P10, se iban
retirando colonias aisladas y estas se sembraban directamente en placa de
24 pocillos (Nunc) con medio DMEN completo mas geneticina (20 mg/ml)
(G418, Gibco). La placa se incubaba a 372C. Los cultivos estables se
realizaron con las transfecciones del clon pEGFP-N1-AQP4, construccién que
lleva asociada al gen de interés el gen para la proteina fluorescente, EGFP
(Enhanced Green Fluorescent Protein). Esta simultaneidad de expresion nos
permitird ver bajo el microscopio invertido de fluorescencia (Olympus 1X-71)
con el filtro FITC (Fluorescein isothiocyanate) qué células de las que hemos
seleccionado expresan la AQP4, ya que al microscopio se veran verdes.
Transcurridos al menos 4 dias, se verificaba la pureza de los cultivos
seleccionados bajo el microscopio y se seleccionaban como candidatas
definitivas para el cultivo estable, sembrandolas en una nueva placa de un

tamafno mayor.
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Tras los diferentes tratamientos a los que fueron expuestos las células,
las proteinas se extrajeron del siguiente modo: Las células eran lavadas con
PBS frio a pH 7.4 y se recogian en 1ml de PBS 1x con ayuda de un recolector
(cell scraper, Sarstedt). Las células resuspendidas se recogian en un
eppendorf y se centrifugaban durante 5 min a 300 x g a 4°C. Para la
extraccién de proteinas del plexo coroideo, también se realizaba un paso de

centrifugacién para eliminar los restos de PBS presente en la muestra.

Los pellets obtenidos eran resuspendidos en un tampdn de extraccion
de proteinas. En el caso del tejido, para una mejor disgregacion, se
pipeteaba repetidas veces hasta dejar de apreciar a simple vista Ia
morfologia membranosa. Tras 5 min en hielo las muestras se
homogenizaban con un vértex durante 10 segundos y se centrifugaba a
velocidad maxima (Eppendorf, 5415R) a 42C durante 15 min. Finalmente se

recogia el sobrenadante y conservaba a -202C hasta su uso.

La concentracion de proteinas se determinaba por el método

Bradford utilizando el kit comercial Biorad Protein Assay (Biorad, EEUU).

Para el analisis de proteinas por western blot se usaron 20 ug de
proteinas totales. En primer lugar se desnaturalizaban sometiéndolas a

choque térmico de 959C durante 5 min en tampdn de carga, para correrlas
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en un gel de poliacrilamida al 10% bajo condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE) utilizando el sistema Mini-protean (Biorad). La
electroforesis se realizd a 150mV en la misma solucién de carga (ver abajo

su composicion).

Los geles se transferian a membranas PVDF (polifluoruro de
vinilideno; Hybond-P; Amersham Biosciences, EEUU), previamente activadas
con metanol, en un sistema de transferencia semi-seca (Sigma) durante 2
horas a 52,8 mA y utilizando una solucién de transferencia, cuya

composicion se indica a continuacion.

Tras la transferencia las membranas se pasaban a 0.1% Tween 20 en
PBS (PBTw 0.1%) y se bloqueaban durante 2 horas en solucién bloqueante
cuya composicion se describe abajo, para luego ser incubadas durante toda
la noche a 49C con el anticuerpo primario a dilucién éptima (Tabla). Tras la
incubacién con el anticuerpo 12 las membranas se lavaban 4 veces en PBTw
0.1% durante al menos 5 min e incubaban 1 hora a t.a. en solucion
blogueante con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa a la
dilucién éptima (Tabla). Finalmente, se hacian 4 lavados de 5 min en PBTw
0.1% y se procedia al revelado por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL
PLUS Western Blot Detection System (GE Healthcare, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La fluorescencia emitida se detectaba mediante
el lector Typhoon 9400 Variable Mode Imagen y se cuantificaba utilizando el

programa Image J (NIH).
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Soluciones utilizadas }

e Tampon de extraccion de proteinas: 50 mM HEPES pH 7.3 (ajustado
con KOH), 5 mM EDTA pH 8, 250 mM NaCl, 5 mM DTT, y 0.2 % NP-40.
Se le afadia justo antes de la extraccién de proteinas, un cocktail de
inhibidores de proteinas (Sigma) a una concentracién final de 1/100,
ortovanadato sédico (Na3V0O4) y fluoruro de fenilmetil sulfonilo
(PMSF) a una concentracién final de 1 mM.

e Tampon de carga: 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS,
100 mM DTT y 0.004% Bromophenol blue.

e Tampon de electroforesis: 25mM Tris, 192mM glicina y 0.1% SDS.

¢ Solucidn de transferencia: 25 mM Tris, 192 mM glicina y metanol al
20 % (v/v).

¢ Solucion bloqueante: 5% (p/v) leche desnatada en polvo (Central
Lechera Asturiana, Espafia) en PBTw-0.1%

2.5 Andlisis de expresion de ARN mensajeros

2.5.1 Extraccion de ARN total

Los estudios de expresidn génica se llevaron a cabo mediante la
extraccién de ARN total de los tejidos o células en cultivos primarios de PC.

La cantidad de material dependié del experimento y del tipo de muestra.

El tratamiento del material, tanto en la disgregacion como en el

procesado para la extraccion de ARNm fue diferente segun el caso:
Cultivo primario de plexo coroideo

Se anadia 1 ml de TRIzol (Invitrogen) al cultivo celular y las células se
levantaban de la placa con la ayuda de un scraper. Una vez resuspendidas, el
homogeneizado se recogia con una pipeta de la placa y se pasaba a un tubo

eppendorf libre de ARNasa. A continuacidn se incubaba durante 5 minutos a
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t.a. Con el fin de separar las proteinas se afiade 200 pl de cloroformo por
cada ml de TRIzol. Se agitaba vigorosamente y dejaba 2-3 minutos a t.a. A
continuacion la mezcla se centrifugaba a no mas de 12000 x g 15 min a 4°C.
Tras la centrifugacion se podia observar tres fases bien diferenciadas, de las
cuales se recogia cuidadosamente la fase superior acuosa y pasaba a un
eppendorf limpio. Se afiadian 500 pl de isopropanol para precipitar el ARN
(500 ul/ml de TRIzol), agitandolo suavemente e incubando 10 minutos a t.a.
y terminar centrifugando a 12000 x g 10 minutos a 4°C. El pellet de ARN se
lavaba con etanol 75% frio y se centrifuga a 7500 x g, y se deja secar en hielo

para resuspenderlo finalmente en agua desionizada libre de ARNasa.
Plexo coroideo

El instrumental utilizado para la cirugia y diseccion se tratd
previamente con etanol 70% y con RNaseZap (Ambion). Las soluciones
utilizadas se trataron con Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma) para inhibir las
ARNasas. Los PC se recolectaban en un eppendorf libre de ARNasas, se
congelaban inmediatamente en nitrégeno liquido y se guardaban a -802C

hasta realizar la extraccion del ARN.

La extraccidn se realizé mediante el kit RNeasy Micro Kit (Qiagen). A la
muestra se le afiadia 350l de solucién de lisis RLT (Qiagen) con 3,5ul de B-
mercaptoetanol (Sigma) y se homogenizaba en el politron (Pro Scientific,
Inc-02-07075). La extraccién se continuaba segun las indicaciones del

fabricante.

La cantidad de ARNm se cuantificd midiendo la densidad 6ptica a 260
nm en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EE.UU.). Las muestras se

guardaban a -80°C hasta su utilizacién.
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La transcripcion inversa siempre se inicié con 5 ug de ARN en el caso
de las células, previamente tratado con DNasa | (Roche, Alemania) a fin de
eliminar el ADN gendmico contaminante. En el caso del plexo partimos de 1
Mg a causa de la poca cantidad obtenida. La retrotranscripcion se llevé a
cabo usando el kit SuperScript Il RNase H- reverse transcriptase (Invitrogen).
El ARN se incubaba con una mezcla de 50 ng de Random Hexamers y 1mM
de dNTPs, durante 5 min a 65°C. Posteriormente se afiadia a la mezcla 5mM
MgCl2, 10mM DTT, 40U de inhibidor de RNasas y 50U de la enzima
SuperScript Il. Esta mezcla se incubaba a 25°C durante 15 min, después a
42°C durante 50 min y por ultimo se inactivaban las enzimas incubando a
72°C durante 15 min. Se llevaba a cabo un paso opcional de eliminacién de
ARN afadiendo 1 pl de ARNasaH e incubando a 372C durante 20 min. El ADN

complementario (ADNc) obtenido se conservaba a -202C hasta su uso.

La amplificacién del ADN en una reaccién de PCRq tiene tres fases bien
diferenciadas: exponencial, lineal y de meseta. La monitorizacion de dichas
fases en tiempo real es posible mediante el empleo de fluorocromos como
el SYBR Green (Applied-Biosystems); esta molécula se intercala en el surco
menor de la doble hélice de ADN vy fluoresce cuando es irradiada con luz

ultravioleta.
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SYBR® Green Dye

After polymerization, the dye binds
and fluoresces

Figura 12. Dibujo que muestra el proceso de unién del SYBR Green a las nuevas cadenas de ADN
sintetizadas.

La cuantificacidon por PCR a tiempo real se basa en el hecho de que,
durante la fase exponencial de la reaccidn, la cantidad de ADN amplificado
es directamente proporcional a la cantidad de ADN molde inicial. El
pardmetro principal que nos va a permitir la cuantificacion es el
denominado “Ct” (Threshold Cycle), el ciclo en el cual comienza a detectarse

la amplificacidon del ADN.

Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron utilizando el sistema
“ABI Prism 7000 y 7500 Sequence Detection System” (Applied-Biosystems,
Inglaterra). El protocolo optimizado de PCR, segun las recomendaciones del
fabricante, consistié en una primera fase de 10 min a 95°C y una segunda
con 45 ciclos de 15 seg de desnaturalizacién a 95°C y 1 min de amplificacién

a 60°C.

Los oligonucledtidos se disefiaron con el programa “Primer Express”
Version 2.0 (Applied-Biosystems). Cada pareja de oligonucleétidos fueron
disefiados para generar un amplicén de no mas de 150-200 nucleétidos, tal
y como recomienda el fabricante para una éptima eficiencia de la reaccion.
En la Tabla 5 se muestra un listado de los oligonucledtidos utilizados para la

amplificacién de los diferentes genes analizados por PCRq.
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Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado en un volumen total
de 30 pl que contenia 15 pl de Master mix SYBR Green (Applied-Biosystems),
150-300nM de oligonucleétidos especificos y 0,1-1 pl de ADNCc.

Tras el protocolo de amplificacion, se incluyd un paso adicional que
consistié en un aumento progresivo de la temperatura de 60 a 95°C para
obtener la “curva de disociacién”. Con este protocolo se obtiene la
temperatura de disociacion o Tm (Temperature of melting) del fragmento de
ADN amplificado. La curva de disociacién permite, por un lado, comprobar si
la Tm obtenida se corresponde con el valor tedrico para el amplicén y, por
otro, diferenciar los productos especificos de la amplificacion de los primer-
dimers. En todos los experimentos realizados se comprobd que las curvas de
disociacion mostrasen un pico Unico de fluorescencia y que coincidiera con

el valor tedrico de la Tm para cada fragmento amplificado.

Gen Sense 5'> 3’ Antisense 5'> 3’

AQP4(m) GCGGTGGGGTAAGTGTGGA TTCTCCACGGTCAATGTCA

AQPA4 (r) TGGCAGGTGCACTTTACGAGT CAGCTTTGCTGAAGGCTTCCT
AQP1(m) TTCACTTGGCCGCAATGA CCAGCTGCAGAGTGCCAAT
AQP1 (r) CCATTGACCACTGGCATAGTACA AGTGTCCTGACCTGTGAAGTGAGTA
AQP9 (m) GGAAAACTGCTCGTCGTAGG CCCAGGTTTCTGGAGTCAAA

18s (m) AACGAGACTCTGGCATGCTAA GCCACTTGTCCCTCTAAGAAGT
HPRT (r) AGTCCCAGCGTCGTGATTAG CCATCTCCTTCATGACATCTCG

a4 INTEG GGCAAGGAAGTTCCAGGTTACAT ATGCTTCCTGTAATCACGTCAGAA
CYCLO ATGGCAAATGCTGGACCAAA CATGTCGTCCCAGTTGGTAACA
6-ACTIN AGGCCAACCGTGAAAAGATG GCCTGGATGGCTACGTACATG

Tabla 5. Oligonucleétidos disefiados para la PCRq. En la tabla se muestran las secuencias de los
oligonucledtidos sense y antisense disefiados para la PCR cuantitativa.

Para el andlisis de los resultados se empled el método de

cuantificacién relativa. No obstante, siempre se determind la eficiencia de



MATERIALES Y METODOS

las reacciones mediante la construccion de rectas patron del gen

constitutivo y del gen a estudiar.

La técnica ELISA o “ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas” es
una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta
mediante un anticuerpo primario que a su vez es reconocido por un
anticuerpo secundario que lleva enlazado una enzima que genera un
producto detectable. La aparicion de colorantes permite medir
indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.
Existen multiples variantes de la técnica, entre las que destacan el ELISA
directo, indirecto y sandwich. En nuestro caso se emplearon las

modalidades: indirecta y en sandwich.

El sistema de deteccién consiste en una placa a la que se le une el
antigeno, proteina en nuestro caso, que es detectada con un anticuerpo
primario, siendo éste detectado a su vez por un anticuerpo secundario que
lleva unido una enzima catalizadora de un sustrato, cuyo producto
resultante es el que se detecta como indicador de los niveles de anticuerpo
de interés (Figura 13). En nuestro caso, se quiso detectar presencia de

anticuerpos anti-AQP1 en suero de pacientes.
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Anticuerpo 2°

A

Figura 13. ELISA indirecto. En la imagen se muestra el proceso que se lleva a cabo en un ensayo de
ELISA indirecto. En la placa se pega el antigeno, que es detectado con un anticuerpo primario
especifico, y este a su vez es reconocido por un secundario que lleva una molécula de HRP unida y que
permite ser reconocido por el sustrato que se produce al entrar en contacto con el TMB.

3.1.1 Extraccion de proteinas

Como antigeno se usd un pool de proteinas totales extraidas a un
cultivo celular de HEK293, que previamente fue transfectado con la
construccion pcDNA3-AQP1 humano disponible en el laboratorio. De este
modo, las proteinas que se obtuvieron estaban enriquecidas con la proteina

AQP1 humana. La extraccion se realizé del siguiente modo:

A células HEK293-transfectadas con AQP1 y sembradas en una placa
de 10 cm de didametro, se les retiraba el medio, para ser despegadas con 2ml
de tripsina al 0.25% (Gibco). A continuacion se inactivaba con 5 ml de medio
y se recogian en un tubo de centrifuga de 15 ml. Se centrifugaba a 300 xg,
4°C durante 5min vy el pellet se resuspendia en 1 ml de PBS (Gibco) para
limpiar la muestra de restos de medio y tripsina. De nuevo, se centrifugaba

en las mismas condiciones, y el pellet se resuspendia en 500 ul de buffer de
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lisis, preparado el mismo dia. La muestra se agitaba en el vortex y se dejaba
15 min en hielo. A continuacién, se pasaba el volumen a un eppendorfy se
centrifugaba a mdéxima velocidad durante 15 min a 49C, de este modo se
separan los restos celulares de las proteinas. El sobrenadante, que es donde
guedan las proteinas, era conservado en otro tubo a -202C hasta su uso. La
concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford,
utilizando el kit BioRad Protein Assay (BioRad, EE.UU.) y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

La deteccidén de anticuerpos anti-AQP1 en el suero de pacientes se

hizo del siguiente modo:

Las proteinas previamente extraidas y cuantificadas eran pegadas en
una placa de 96 pocillos para ELISA (96 well Microwell MaxiSorp, Nunc), que
presentan alta afinidad por proteinas con dominios tanto hidrofébicos como
hidrofilicos. Para ello, se diluian las proteinas a 20ug/ml en buffer carbonato
0.01M vy se anadian 50ul de la mezcla a la placa; se cubria con adhesivo y se

incubaba toda la noche a 49C.

Al dia siguiente, la placa se lavaba 3 veces en 0.05% Tween 20 en PBS
(PBTw 0.05%), mds un lavado con PBS 1x. A continuacion, se incubaba la
placa con SuperBlock Blocking Buffer (ThermoScientific) durante 1 hora a
t.a. Transcurrido este tiempo, se volvia a lavar 3 veces en PBTw 0.05% mas
uno en PBS 1%. Como anticuerpo primario, se usaba el suero de paciente sin

diluir, o el anticuerpo comercial anti-AQP1 (ab15080) a una diluciéon
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1:10.000 en PBS con 2% de BSA (albumina sérica bovina), y se dejaba
incubar toda la noche a 42C. Pasado el tiempo de incubacién, se lavaba la
placa igual que se ha descrito anteriormente, para incubarse con el
anticuerpo secundario (Tabla 9) durante 1 hora a t.a. Estos anticuerpos
llevan unida la enzima peroxidasa de rabano (HRP), la cual cataliza la
transformacién de un sustrato soluble a otro insoluble. A continuacion se
realizaban de nuevo los lavados como antes se ha descrito, y se incubaba
con 100 pl de 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) (TMBOne solution,
Promega)l5 min a t.a., sustrato que serd catalizado por la enzima HRP
observandose un cambio de coloracion al azul. Esta reaccion se detuvo con
acido clorhidrico 1N, cambiando la coloracion al amarillo. Inmediatamente,
se pasaba a cuantificar los niveles de anticuerpo mediante la medicién de
densidad optica en el espectrofotémetro (Multiskan Spectrum-Thermo).
Para la cuantificacidén, la curva patrén se obtuvo realizando diluciones
seriadas del anticuerpo comercial (1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000,
1:64000, 1:128000, 1:256000, 1:512000).

[ Soluciones utilizadas ]

¢ Buffer de lisis: 137 mM NacCl, 20 mM Tris (pH=8), 1% Igepal (detergente
no ionico, no desnaturalizante), 10% glicerol, inhibidor de proteasas
(10ul/ml).

¢ Buffer carbonato: 0,1M a pH=9,6. 60% de Solucién A: NaHCO3
(4,2g/500ml); 40% de Solucion B: Na2C0O3 (14,3g/500ml). Se ajusta el pH
una vez mezclados.
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3.2 ELISA sdandwich

Para la deteccién de proteinas de AQP4 y AQP1 en muestras de liquido
cefalorraquideo se realizé la técnica de ELISA en sandwich. Se utilizd un kit
comercial tanto para AQP1 como AQP4 (USCN Business Co., Ltd.) y se
siguieron las indicaciones del fabricante. Como antigeno para el ensayo se
utilizaban muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes con hidrocefalia

y sin hidrocefalia o controles sanos (Tabla 7).

En este caso, los pocillos de la placa comercial vienen cubiertos con un
primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo,
se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antigeno que serd
retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. Después de
un segundo lavado que elimina el material no retenido, se aplica una
solucion con un segundo anticuerpo marcado. Asi, pues, cada molécula de
antigeno estard unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un

segundo anticuerpo, al menos, que lo marca.

4. Animales de experimentacion

Se han utilizado ratas Wistar, ratones C57, ratones hidrocefalicos hop
gait (hyh, B6C3Fe a/a-Napa™"/J) y el ratén KO de AQP1. Los ratones
hidrocefalicos hop gait (hyh), fueron generosamente cedidos por el
laboratorio del Dr. Antonio Jesus Jiménez Lara (Departamento de Biologia
Celular, Genética y Fisiologia Facultad de Ciencias; Universidad de Malaga).

Estos ratones presentan una mutacion en el gen a-SNAP, también conocido
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como Napa, que consiste en la sustitucién de una G por una A en el exén 4
del gen Napa resultando la sustitucidon de una metionina conservada por una
isoleucina (M105l). Los ratones homocigotos silvestres y heterocigotos de
esta linea, se mantuvieron en cruce para obtener los diferentes genotipos
posibles. Los ratones homocigotos para la mutacidon que se lograban tenian

una supervivencia de entre 20-30 dias.

Figura 14. Fotografia que muestra el fenotipo de la linea HOP GAIT. El raton de la izquierda, silvestre,
tiene un craneo normal, y el ratén de la derecha, hyh, tiene un crdneo agrandado y redondeado,
tipico de la hidrocefalia.

También se dispuso del raton KO de AQP1 (Ma et al, 1998) cedido
amablemente al laboratorio por el Dr. Walter Boron (Case Western Reserve
University, Cleveland, OH). Mediante cruces de ratones heterocigotos para
el gen de AQP1 se obtuvieron los tres genotipos diferentes; heterocigotos
gue sirven para renovar los parentales y mantener la colonia, homocigotos
positivos para AQP1 (silvestres) y homocigotos negativos o KO. Los

experimentos se realizaron tanto en ratones KO de AQP1 como en silvestres.
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Los roedores fueron suministrados y estabulados por el Animalario de
la Universidad de Sevilla y por el Servicio de Produccion y Experimentacion
Animal del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). La estabulacién se
realizé en jaulas ventiladas, con temperatura constante (22+12C), con ciclos
alternantes de luz-oscuridad de 12 h, y con libre acceso al alimento y al
agua. Para el manejo experimental y su posterior sacrificio los animales
fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de tiobarbital
(B/Braun), a una dosis eutandsica de 200 mg/kg en el caso de las ratas, o
mediante dislocacién cervical en el caso de los ratones. Ambas drogas
fueron suministradas por la Farmacia del Hospital Virgen del Rocio. Todos
los animales fueron manipulados y tratados de acuerdo a la guia de
cuidados de animales de laboratorio del Consejo Comunitario Europeo
(86/609/EEC). Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité

Etico de Investigacién con Animales de la Universidad de Sevilla.

El genotipado de los ratones hidrocefalicos se realizé mediante una
PCR estandar, seguida de una digestién enzimatica (L.F. Batiz et al.). En
primer lugar se realizaba la PCR para amplificar la secuencia del gen Napa,
obteniéndose tanto en homocigotos para la mutacion como en silvestres, un
fragmento de ADN del mismo tamafio (108 pb). Para poder discernir entre
un genotipo u otro, era necesario realizar una restriccion de la secuencia

amplificada por PCR con la enzima de restriccién BspHlI, ya que la secuencia
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gue reconoce esta enzima se ve modificada en la mutacién, realizdndose

Unicamente el corte en el gen silvestre (Figura 7).

L.F.Bdtiz et al.
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Figura 15. Procedimiento de genotipado en ratones hidrocefalicos hop gait (hyh).
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El genotipado de los ratones se realizé mediante PCR estandar, usando
cebadores o “primers” especificos (Ma et al, 1998) que permiten identificar
a los ratones homocigotos KO (-/-) por la amplificacién de una banda de 460
pares de bases, a los homocigotos (+/+) por una banda de 530 pb y a los

heterocigotos (+/-) mediante la amplificacidn de las dos bandas respectivas.

Los animales se sometieron a hipoxia crénica del 10% de O, usando
camaras herméticas (COY Laboratory Products INC) (Figura 16). La camara se
compone de una caja estanca de metacrilato, que dispone de una esclusa
con doble puerta, que permite la entrada y salida de jaulas de animales sin
gue se alteren las condiciones en el interior del equipo. También dispone de
un sensor de Oz que permite la monitorizacién continua de los niveles de
este gas. Este sensor regula la inyeccién tanto de N, para disminuir la
presién parcial de O, como de aire para aumentarla; consiguiéndose asi
mantener estables los niveles requeridos de hipoxia. Para controlar la
temperatura y evitar que aumente en el interior de la cdmara se dispone de
aire acondicionado en la habitacidn, permaneciendo la temperatura a
22+1°C. La humedad relativa del aire se mantiene entre el 70-80% por dos
sistemas; uno que produce condensacién de agua mediante enfriamiento y
otro que permite la recirculacién del aire por unas columnas de gel de silice

(Panreac, Espafia). Los niveles de CO; en la cdmara permanecen por debajo
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del 0,1% mediante un sistema que filtra el aire por columnas de Sodasorb

(Grace lab., Francia).

Los animales controles mantenidos en normoxia (21% de oxigeno) se
sometieron a las mismas condiciones en la cdmara de hipoxia, siendo la

Unica variacion la de los niveles de oxigeno.

Figura 16. Camara de hipoxia. Fotografia de la cdmara de hipoxia utilizada para someter a los
animales a un tratamiento crénico de hipoxia, pudiendo controlar estables variables como la
humedad.

4.3 Obtencion de tejidos

Los ratones fueron sacrificados mediante dislocacién cervical,
mientras que a las ratas se les administré una dosis eutandsica de tiobarbital

seguido del uso de la guillotina.

Para la obtencion del plexo coroideo, se extraia el cerebro completo y
se pasaba a una placa con PBS 1x frio. Con la ayuda de un bisturi y unas
pinzas, se realizaba un corte para separar el cerebelo, desechandose. Otro

corte era realizado sagitalmente, dividiendo el cerebro en dos y que
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permitia acceder directamente al ventriculo lateral como se indica en la
Figura 17. Con la ayuda de unas pinzas se accedia al ventriculo donde se
encuentra el plexo coroideo, siendo extraido con sumo cuidado pinzando en
el lugar de anclaje de éste. El plexo era conservado en nitrégeno liquido y
luego a -802C en el caso de que se fuera a utilizar en experimentos de ARN o
proteinas, o se conservaban en PBS frio para ser utilizado inmediatamente

en técnicas inmunohistoquimicas o cultivo primario.

Ventriculo

Figura 17. Fotografia de cerebro de rata. En las imagenes se muestra indicado los lugares de corte
para dejar el ventriculo lateral a la vista y asi poder acceder facilmente al plexo coroideo.
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Esta técnica fue utilizada para verificar la presencia de AQP1 en el
plexo coroideo. Para ello, se extrajeron PC de ratones silvestres y KO para
AQP1 de la linea de ratones AQP1-KO. Para este ensayo
inmunohistoquimico fue necesario bloquear previamente la enzima
peroxidasa enddgena del tejido, lo cual se realiza por incubacién del tejido
durante 30 minutos con perodxido de hidrégeno (Fluka) al 0,4% en PBS 1x. A
continuacion se bloquea durante una hora con una solucién PBS 1x con 10%
de suero bovino (Gibco), 0,1% de BSA (albumina sérica bovina) y 0.3% de
Tritdn X- 100 (Sigma). Se incuba el tejido con anticuerpo primario policlonal
de conejo anti-AQP1 (Tabla 8) toda la noche a 49C, seguido del anticuerpo
secundario anti-conejo biotinilado (1:1, Kit Dako System-HRP DAB) durante
2 horas a t.a. En el paso siguiente se produce la unién de los complejos de
avidina-biotina-peroxidasa al secundario biotinilado para amplificar la sefial.
Seguidamente se procede al revelado de 3 minutos mediante la reaccién de
la peroxidasa con un sustrato cromogénico, la diaminobencidina (DAB),

apareciendo un precipitado marrdn alld donde exista expresién de AQP1.

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia sobre plexos coroideos,
para el estudio de localizaciéon de AQP1 y 4. Este ensayo se realizaba el

mismo dia que se extraian los plexos. Se incubaban durante 10 min en
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paraformaldehido (PFA) (Sigma) al 4% para fijar el tejido. Seguidamente se
lavaron 3 veces en PBS 1x durante 5 min, continuando con el bloqueo con
una solucién de PBS 1x con 5% de BSA durante 1 hora a t.a. Se incubaron
con los anticuerpos primarios de AQP1 y 4 (Tabla 8); y el suero de paciente
NMO-IgG+ y NMO-IgG -, durante toda la noche a 42C. Al dia siguiente, se
lavaban los tejidos con 0.1% de Tritén X-100 (Sigma), 3 veces durante 5 min
cada una. De este modo, a la vez que se lavaba el tejido también se
permeabilizaba, paso que hasta ahora era prescindible debido a que las
acuaporinas son proteinas de membrana y se puede ver afectada su
deteccion. Sin embargo, para la deteccion de proteinas como TIR
(transtiretina), e-cadherina es necesario permeabilizar el tejido. Tras la
permeabilizacidn, se realizaba un nuevo bloqueo con soluciéon PBS1x con 5%
de BSA y 0,1% Triton X-100 durante 1 hora a t.a. Seguidamente se incubaba
con el anticuerpo primario de e-cadherina y TTR (tabla 8) durante toda la
noche a 42C. Al dia siguiente se lavaba con PBS1x, 3 veces, 5 min. A
continuacion, se incubaba con el anticuerpo secundario correspondiente
(Tabla 9) en solucién de bloqueo durante 1 hora a t.a.. Transcurrido este
tiempo, se lavaban los tejidos 3 veces con PBS 1x. Por ultimo se incubaba
con dapi (4 ',6-diamino-2-fenilindol, 1:1000) durante 10 min a t.a. y se
procedia a montar los tejidos sobre portas con solucion Dako (S302380-

Dako).

Una vez puesto a punto el cultivo estable con la proteina de interés

sobreexpresandose, estas preparaciones se empleaban en los ensayo de



MATERIALES Y METODOS

inmunofluorescencia para la deteccién de anticuerpos. En el caso de la
deteccion de anticuerpos anti-AQP4 (NMO-IgG) en suero de pacientes, este
ensayo servia como diagndstico para la neuromielitis dptica (NMO), debido
a la exclusiva presencia de anticuerpos anti-AQP4 en estos pacientes. En el

caso de AQP1, su deteccidn, se uso con interés mas descriptivo que clinico.

Las células se sembraban en placas con pocillos de 15,6 mm de
didmetro con cubres tratados con Poly-L-lysine solution (Sigma) al 10%. Se
dejaban durante 24 horas creciendo en medio DMEN completo, y se pasaba
a realizar la inmunofluorescencia. Transcurridas las 24 horas, las células se
lavaban con PBS 1x una sola vez, a continuacién se fijaban con
paraformaldehido (Sigma) al 3% durante 5 min a t.a. Se hace una fijacidon
rapida para afectar lo menos posible a las proteinas de membrana. Se
realizaban 3 lavados con PBS 1x seguidos del bloqueo con 5% BSA (albumina
sérica bovina), 10% FBS (suero bovino fetal) en PBS 1x, durante 45 min a t.a.
A continuacién, se incubaba con el anticuerpo primario, que en este caso
era el suero de paciente (1:50), durante 1 hora a t.a. Como control positivo
se utilizaba un suero de paciente con anticuerpos anti-AQP4 (NMO-IgG)
previamente ya confirmado por el Hospital Clinic de Barcelona, y como
control negativo se utilizdé un suero de paciente con esclerosis multiple y por
tanto sin anticuerpos NMO-IgG. Las muestras se lavaban con PBS 1x 3 veces,
5 min, y se pasaba a incubar con el anticuerpo secundario Alexa fluor anti-
human (Tabla 9) durante 30 min a t.a. De nuevo, se lavaban las muestras
con PBS 1x 3 veces. Por ultimo se incubaban las muestras con DAPI (Tabla 9),
marcaje fluorescente nuclear durante 10 min a t.a. Los cubres eran
montados en cubres con solucion Dako ($S302380, Dako) y tras dejar secar

pasaban a analizarse al microscopio de fluorescencia (Olympus DX-61).
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En el caso de la deteccion de anticuerpos anti-AQP1, se realizd el
mismo protocolo, a excepcién del control positivo, que se utilizé un
anticuerpo primario comercial (tabla 8) y se dejé incubar durante 24 horas a

4eC.

5.3.1 Optimizacidn del método de diagndstico

Este ensayo, al tener interés clinico, fue mejorado para que los
resultados se obtuviesen con la mayor rapidez posible (Figura 10). Para ello,
una vez fueron fijadas las células, éstas se congelaron a -802C inmersa en
una solucion de 10% DMSO (dimetilsulfoxido, Sigma) en PBS 1x. De este
modo, siempre que se recibia una muestra de paciente, en el mismo dia era

posible tener un resultado cualitativo, y dos para uno cuantitativo.

Mejora protocolo de diagnéstico

Cultivo celular
20 dfas

Transfeccion con AQP4

Inmunofluorescencia indirecta
- Fijacion

- Permeabilizacion 3 dfas
- Blogueo —————————3 Congelacién (-80°C)
- Anticuerpo 1° (Suero paciente)
- Anticuerpo 2°

+ Anticuerpo 1°

Observacion al microscopio e Anticuerpo 2°

v

———» Cuantificacién y andlisis estadistico ——

Figura 18. Diagrama resumen de la mejora del método de diagndstico.
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Tanto para los ensayos de deteccion de anticuerpos en suero de
pacientes anti-AQP4 (NMO-IgG) como para la deteccion de la proteina de
AQP1 y AQP4 en muestras de liquido cefalorraquideo, contdbamos con la
colaboracién de neurdlogos y neurocirujanos del Hospital Universitario
Virgen del Rocio (HUVR) para la recogida de muestras de pacientes. Las
muestras se recogian cumpliendo todos los requisitos necesarios para ser
registradas en el Biobanco perteneciente al HUVR, mediante Ia
cumplimentaciéon del consentimiento informado definido por este

organismo (Figura 11).

En el caso de las muestras para la deteccién de NMO-IgG, se recibian
extracciones de sangre en tubos vacutainer, con activador de la coagulacién
y gel separador de suero. Mediante una centrifugacién a 500g durante 15
min a 49C, se obtenia el suero, y era rdpidamente conservado a -802C. Las
muestras recogidas pertenecian a pacientes que presentaban algin tipo de
enfermedad neuroldgica, siendo las mas frecuentes la de pacientes con

esclerosis multiple (Tabla 6)

Las muestras de liquido cefalorraquideo se recibian en tubos sin
ningun tipo de tratamiento. Estas muestras se centrifugaban en las mismas
condiciones que antes se ha descrito y se descartaba los restos de tejido
presentes en la muestra. Igualmente, se conservaban a -802C. Las muestras
eran clasificadas segun el tipo de hidrocefalia que padeciese el paciente
(Tabla 7), discriminandose entre hidrocefalia obstructiva, comunicante o sin

hidrocefalia.
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El analisis estadistico fue realizado mediante el paquete estadistico
IBM SPSS Stadistics 22. Los datos estdn expresados con las medias * su error
estdndar para algunos experimentos. La significancia estadistica para los
datos con una distribucién normal era estimada usando el test de Student
para comparaciones entre dos grupos, o una ANOVA para comparaciones
multiples mediante el test de Bonferroni. Los datos con una distribucién no-
normal eran analizados mediante el test U de Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis para dos grupos o mds de dos grupos respectivamente. El p-valor
considerado para las diferencias significativas debia de ser: * < 0.05 y ** <

0.01.
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8. Anexos

8.1 Consentimiento informado

N

JUNTR DE ANDALUCIA

COMSESERIA DE SALUD Y BIENESTAR SOCAL

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO
Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
NODO: Biobanco del Hospital Universitario Virgen del Rocio

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA

Este documento sirve para que usted otorgue su consentimiento para donar sus muestras biolégicas, o las del sujeto al
que representa, al Biobanco indicado, establecimiento piblico, sin animo de lucro, dependiente de la Consejeria de
Salud/del Servicio Andaluz de Salud, que acoge colecciones de muestras biolégicas concebidas con fines diagnésticos
o de investigacion biomédica y organizadas como una unidad técnica con criterios de calidad, orden y destino, donde
seran conservadas hasta que se agoten por su uso, salvo que usted solicitara su eliminacién. Las muestras biolégicas
son un excelente elemento para la investigacion de enfermedades. A través de dichas investigaciones se podrén
obtener datos que permitiran mejorar el conocimiento sobre la aparicion, desarrollo y tratamiento de multitud de
enfermedades.

Esta hoja de informacion puede contener palabras que usted no entienda. Por favor, pidale al profesional sanitario que
le explique la informacion que no comprenda. Tdmese el tiempo necesario para decidir si quiere o no donar su muestra
biolégica y consulte a personas de su confianza si lo desea. Para consultas que desee plantear posteriormente, podra
dirigirse al Biobanco del HUVR o a la direccion de correo electronico: biobanco.sspa@juntadeandalucia.es.

Las muestras biologicas donadas y sus datos clinicos asociados se ufilizaran de conformidad con lo establecido en la
Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica (en adelante Ley de Investigacion biomédica).

Es posible que la informacién obtenida de las investigaciones en las que se utilicen sus muestras no le genere un
heneficio directo, pero habra contribuido al avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que
supondré, sin duda, un beneficio para la sociedad.

La donacion es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendré derecho alguno sobre los resultados que pudieran
derivarse de las investigaciones que se lleven a cabo con dichas muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su
decision de donar o no, no afectara negativamente a su asistencia sanitaria.

En el apartado dedicado al consentimiento (2.3), podré decidir si quiere que sus muestras se conserven de forma
codificada (en cuyo caso se identifican con un codigo que protege su identidad) o anonimizada (eliminandose de forma
irreversible toda vinculacion con su identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas sélo se cederan a terceros que las utilicen en investigacion biomédica
de manera andnima o disociada. Si, por la naturaleza del proyecto de investigacion en el que se utilizara su muestra se
necesitaran datos clinicos adicionales, el Biobance coordinarfa la obtencion de los mismos, siempre que la muestra no
hubiera sido anonimizada.

1. LO QUE USTED DEBE SABER:
1.1. Obtencidn de las muestras

Las muestras seran obtenidas durante el procedimiento médico-quirdrgico al que va a someterse o se ha sometido
durante su proceso asistencial, o a través de un procedimiento expreso para obtenerla, segan lo indicado en el apartado
sobre consentimiento (2.3).

En el caso de que usted done las muestras obtenidas durante un procedimiento médico-quirirgico asistencial, no existe
ningun inconveniente adicional derivado de la denacion de las mismas.

Si, por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacion para investigacion biomédica podrian
existir inconvenientes vinculados con la obtencion de las mismas, de las que sera convenientemente informado en la
hoja de informacién del procedimiento correspondiente.

1.2, Utilizacion de las muestras

Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacién biomédica, pudiendo establecer
restricciones a su utilizacion.
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Las muestras solo podran ser utiizadas en proyectos de investigacion cientificamente avalados, que cumplan las
exigencias legales y los principios éticos que rigen la investigacion en salud y que sean autorizados por los 6rganos
competentes, de conformidad con lo establecido en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podrén hacer uso de las muestras, siempre que no se
hayan agotado o eliminado y no se encuentren anonimizadas.

1.3. Informacion relacionada con las muestras

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacién sobre los proyectos de investigacion en los que se utilicen las
muestras donadas, si éstas no hubieran sido anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco, en este momento puede no saberse el lugar de realizacion de los analisis. El
Biobanco mantiene un registro detallado del lugar de realizacion de los andlisis realizados.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que debe transmitirles dicha
informacion.
1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muestras
adicionales, o proporcionarle la informacién relevante para su salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean
anonimizadas.

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacion

La informacién proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras no se encuentren
anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Carécter Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion
biomédica.

Sus datos de carécter personal seran incorporados a un fichero automatizado, debidamente inscrito en la Agencia
Espariola de Proteccion de Datos, cuya titularidad corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Solo los responsables del
Biobanco podran identificar a quien corresponde cada muestra o dato, si no esta anonimizada.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos personales, reconocidos en la
citada Ley Orgénica 15/19999, con las limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, debera dirigirse a la Direccién
General de Asistencia Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucién, nam. 18, de Sevilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podra revocar o retirar, en cualquier momento, el consentimiento
prestado. Para ello, debera dirigirse al Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacion o la anonimizacion de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.
1.7. Informacion relativa a analisis genéticos
Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se podrén realizar analisis genéticos.

Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a conocer los datos genéticos que se abtengan a partir del
analisis de las muestras donadas, asi como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos anélisis, segun los
términos en que exprese su voluntad en el apartado 2.3.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus
familiares biclogicos, se informaréa a un familiar ¢ a un representante. La comunicacion se limitara exclusivamente a los
datos necesarios para evitar tal perjuicio.

1.8. Otras consideraciones

Una vez informado/a de los aspectos relacionados anteriormente en este documento, si decide donar dichas muestras
debera fimar el consentimiento informado para la donacion.
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2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

NODO: Biobanco del Hospital Universitario Virgen del Rocio

2.1 DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste Gltimo sélo en caso de incapacidad del/de la
donante):

Apellidos y nombre del/de la Donante:
DNI/ NIE: NUHSA:
Apellidos y nombre del/de la rep legal:
DNI/ NIE:

2.2 PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/Q CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacion de muestras bioldgicas
al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma

2.3 CONSENTIMIENTO
Yo, D./Diia. declaro bajo mi responsabilidad que he leido y
comprendido el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente infermacion sobre la donacin de muestras biologicas de al
Biobanco y sobre la posible realizacién de andlisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la
informacion recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:
Excedentes del procedimiento médico-quirirgico asistencial al que va a someterse o se ha sometido
Tomadas mediante el procedimiento expreso

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:
Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o
Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacién
entre las mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utilizada en

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: Sl NO
En caso afirmativo, por favor, indique el medio de hacerlo:

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: Sl NO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL
(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)

Fdo.: Fdo.:




MATERIALES Y METODOS | i

N

JUNTA DE ANDRLUCIA

CONSELERIA DE SALLD Y BEENESTAS SOCAL

3. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO PARA USO DE MUESTRAS DONADAS:

Yo, D./Dia.

revoco el consentimiento informado otorgado en el documento
(especificar fecha aproximada y/o procedimienta).

Solicito:
La eliminacion de las muestras donadas

La anonimizacion de las mismas

Otras consideraciones:

En a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

Figura 19. Consentimiento informado. Detalles del consentimiento informado oficial establecido por
el Biobanco perteneciente al Hospital Universitario Virgen del Rocio.
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8.2 Clasificacion de muestras de pacientes

Controles sanos 8 5/3 36,50 +/-9
Neuritis éptica 31 23/8 38,55 +/- 11
Mielitis 12 9/3 44,17 +/- 15
ADEM 1 1/0 45
Esclerosis
Multiple:
EMRR 79 57/25 37,62 +/- 10
EMPP 7 2/5 61,67 +/-12
EMSP 2 2/0 40,50 +/-9
Espectro clinico
NMO:
NMO 6 5/1 54,80 +/- 10
NO de repeticion 7 4/3 37,33 +/- 13
Mielitis long. ext. 9 5/4 50 +/- 13
Mielitis de repeticion 4 2/2 47,50 +/- 4
NO.de repetllflon 1 1/0 46
asociado sd.Sjogren
Otros diagnosticos:
Neu.ropatla.optlca 5 1/ 5460 +/- 19
isquemica
Isquemia medular 2 1/1 55,50 +/-5
Neuropat'la motora 3 0/3 4550 +/- 5
multifocal
Paraparesu:\.espastlca 1 1/0 53
familiar
CIDP 1 1/0 42
Neurolupus (no NO ni
S 2 2/0 41,5 +/-1
Total 181

Tabla 6. Variables demograficas y clinicas de pacientes en el estudio de NMO. Tabla con la
informacién demografica y clinica de las muestras de suero utilizadas en los ensayos relacionados con
la Neuromielitis &ptica. Se establecieron diferentes grupos en funcién de la etiologia de la
enfermedad desmielinizante. ADEM (Encefalomielitis diseminada aguda), EMRR (esclerosis multiple
recurrente), EMPP o EMSP (esclerosis multiple primaria o secundariamente progresiva), NO (neuritis
Optica), NMO (Neuromielitis éptica), CIDP (polineuropatia desmielinizante idiopatica cronica).
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Diaenéstico Tipo de Ne Género Media edad

g hidrocefalia pacientes F/M +/-sd

51,4 +/-
Obstructiva 14 9/5 12 6/

Hidrocefalia 57 42' 4/

. 2 ) -
Comunicante 56 30/26 18,64

53,07 +/-

No hidrocefalia No hidrocefalia 15 6/9 - 81/

Tabla 7. Variables demograficas y clinicas de pacientes en el estudio de la hidrocefalia. Tabla con la
informacién demografica y clinica de las muestras de suero utilizadas en los ensayos relacionados con
la hidrocefalia. En la tabla se muestran las diferentes muestras de liquido cefalorraquideo clasificadas
en funcion de la presencia de hidrocefalia o no, y el subtipo en caso de presentarse.

8.3 Anticuerpos primarios

Antigeno Origen Tipo Dilucion Compaiiia Ref.

AQP4 Conejo Poli 1:1000 Abcam ab46182
AQP4 Conejo  Poli 1:1000  Alpha Diagnostics AQP41-A
AQP1 Conejo Poli 1:10000 Abcam ab15080
B-actina Raton Mono  1:10000 Abcam ab6276
G6PDH Conejo Poli 1:1000  Abcam ab993

TTR Oveja  Poli 1:500 Abcam ab9015
e-cadherina Ratén Mono  1:300 BD Bioscience 610181
AQP1 Raton Mono 1:500 Abcam ab117970
Natalizumab Mono  1:10 Tysabri ID: 3753128

Tabla 8. Listado de anticuerpos primarios utilizados.
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8.4 Anticuerpos secundarios

Antigeno Reactividad Origen Dilucion Compaiia Ref.
IgG H&L (HRP) Humano Pollo 1:30000 Abcam Ab6864
IgG H&L (HRP) Conejo Cabra 1:5000 Pierce 31460
Alexa 6351gG  Raton Cabra 1:400 Invitrogen A31340
Alexa 488 1IgG  Raton Mono 1:200 Invitrogen A21202
Alexa 568 IgG  Cabra Mono 1:400 Invitrogen A11057
Alexa 568 IgG  Humano Cabra 1:1000 Invitrogen A21090
Dapi Todos Quimico  1:1000 Invitrogen D1306

Tabla 9. Listado de anticuerpos secundarios y marcadores
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Los resultados que se presentan en el presente trabajo abordan la
implicacion de diversos miembros de la familia de las AQPs en el desarrollo

de dos enfermedades neuroldgicas, la neuromielitis dptica y la hidrocefalia.

En la neuromielitis dptica, basados en trabajos previos que aportan
observaciones clinicas y patoldgicas que indican la participacién directa de
los anticuerpos anti-AQP4 en el desarrollo y diagndstico de la NMO (Lennon
y col., 2004; Lucchinetti et al., 2002; Nakamura y col., 2005; Pittock et al.,
2006) quisimos estudiar en mayor profundidad el papel desempeiiado por
las AQPs en la etiologia de la enfermedad y su uso clinico como marcador

bioldégico en el diagndstico de esta enfermedad.

En la hidrocefalia por otra parte, donde la participacién de AQP1 habia
sido también propuesta para explicar el origen de ésta patologia (Filippidis y
col., 2011; Kalani et al., 2012; Wang y col., 2011), quisimos ahondar en
entender si existe relacion fisiopatoldgica entre la expresion de AQPs
cerebrales y la hidrocefalia, analizando muestras de liquido cefalorraquideo
de pacientes hidrocefalicos y haciendo uso de dos modelos animales de los
que disponiamos, el KO (-/-) de AQP1 y el ratdn “hop gait” genéticamente

hidrocefalico (Batiz y col., 2006; Bronson y Lane, 1990).
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Con el fin de poder establecer en nuestro laboratorio un sistema de
diagnodstico para la neuromielitis dptica, se desarrollaron técnicas para la
deteccidon de anticuerpos anti-AQP4 humanos (NMO-IgG), mediante la
sobreexpresion de AQP4 humana en células, que servirian como antigeno
para detectar mediante técnicas de inmunofluorescencia los anticuerpos
presentes en suero de pacientes potencialmente afectados por Ia
enfermedad y como controles sueros de pacientes que pertenecian a un

amplio espectro de enfermedades neuroldgicas y voluntarios sanos.

El ¢cDNA que codifica para la proteina de AQP4 humana en sus
isoformas M1 y M23, fue clonado en el vector de expresion pCMV6 el cual
codifica también por la expresion de una proteina fluorescente verde
llamada EGFP, por “enhanced Green fluorescent protein”, bajo el mismo
promotor del inserto (AQP4). De este modo, al expresarse la proteina de
AQP4, a su vez se expresara también la proteina EGFP, evidenciandose su
expresiéon por la presencia de un color verde que se detectarda al
microscopio de fluorescencia. En la puesta a punto inicial de deteccion de
anticuerpos anti-AQP4 se hizo uso de una muestra de suero de un paciente
positivo para NMO y que tenia anticuerpos anti AQP4, confirmados por el
Hospital Clinic de Barcelona, centro de referencia en Espafia para este
diagndstico. Como se aprecia en la figura 20, la seial verde (EGFP) “in situ”

indica la expresion de AQP4, que coincide con el marcaje rojo producido por
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el anticuerpo secundario-fluorescente, que reconoce a la I1gG del suero del
paciente unida a la proteina de AQP4 expresada. En esta figura se puede
observar claramente, ademas, los OAPs (“ortogonal array proteins”) arreglo

ortogonal tipico formado por la sobrexpresién de la isoforma M23 de AQP4.

Figura 20. Colocalizacion de AQP4 y EGFP mediante deteccidn con anticuerpos anti AQP4 presentes
en el suero de paciente NMO positivo. La sobrexpresién de pCMV6-N-EGFP-AQP4 se muestra
mediante fluorescencia de color verde (A). Inmunofluorescencia indirecta que muestra la presencia de
anticuerpos anti AQP4 en la muestra de suero de paciente (B). Colocalizacion de las sefiales de
sobrexpresion de AQP4 y de la deteccion de anticuerpos (Cy D).
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La puesta a punto del ensayo de diagndstico se amplié haciendo una
exploracion de muestras pertenecientes a controles sanos y otras
enfermedades de caracter neurodegenerativo para asi comprobar la
eficiencia del método desarrollado. A su vez, mediante el programa
informdtico Image J, se cuantificé la sefial de fluorescencia obtenida,
expresada en pixeles. La observacién al microscopio de fluorescencia (Figura
21a), mostré que unicamente las muestras de pacientes con NMO,
presentaban niveles de fluorescencia apreciables comparables al control
positivo, a diferencia del resto de muestras que no presentaron ningun tipo
de marcaje. En la Figura 21b se corrobord este resultado mediante la
cuantificacion de la  fluorescencia, encontrandose  diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon los niveles de
fluorescencia de las muestras de controles positivos para la NMO con

respecto a la detectada en el control negativo.
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Figura 21. Fotos de microscopia fluorescente y cuantificacion de la fluorescencia en muestras de
pacientes. Inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de anticuerpos anti-AQP4 (A) y
cuantificacion con image-J de la fluorescencia en muestras de pacientes con Neuromielitis dptica

(NMO), esclerosis multiple (EM), mielitis longitudinal extensa (MLE) y controles sanos (CS). (¥*p<0.05 y
**p<0.01) (B).

Con la ayuda del Dr. Albert Sdiz, neurélogo de referencia del Hospital
Clinic de Barcelona, experto en el diagndstico de Neuromielitis dptica en el

pais, obtuvimos muestras de sueros de pacientes ya analizadas en ese
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centro para el diagndstico de la NMO mediante la deteccion de anticuerpos
anti-AQP4. Realizamos con estos sueros el diagndstico de NMO, usando el
método puesto a punto en el laboratorio y descrito previamente. Para
mayor objetividad en el andlisis, la prueba se realizd6 sin conocer el
diagndstico que estos sueros habian recibido previamente y éste se conocié
solo después del analisis realizado por nosotros. Como se observa en la
Figura 22, el ensayo de inmunofluorescencia indirecta y la posterior
cuantificacion de la fluorescencia mediante el software Imagel, indicé que el
50% de las muestras analizadas contenian los anticuerpos anti-AQP4 y por
tanto resultaron positivas para el diagndstico de la NMO y el otro 50%
negativo, coincidiendo nuestros resultados, en cada muestra individual con

los resultados obtenidos previamente por el Hospital Clinic.
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Figura 22. Verificacion del método de diagndstico. La grafica muestra la cuantificacion de la
fluorescencia resultante en el ensayo de inmunodeteccion de NMO-IgG en muestras cedidas por el
Hospital Clinic. La linea punteada representa la media de fluorescencia obtenida del analisis de 3
muestras de controles negativos utilizada como umbral de significancia estadistica para realizar el
diagnéstico.
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1.3 Resultados globales por patologia

Una vez confirmada la eficiencia del sistema de diagndstico
desarrollado en el laboratorio, se procedid al andlisis de todas las muestras
recibidas en el transcurso de 4 afios, la gran mayoria aportadas por el
Hospital Universitario Virgen del Rocio. Los resultados (Figura 23) indican
gue Unicamente las muestras de pacientes con Neuromielitis dptica
presentan diferencias significativas en sus valores de fluorescencia con
respecto al control negativo. Es decir, solo los sueros de pacientes que
habian sido diagnosticados de NMO, usando otros criterios de diagndstico
clinico basados en el andlisis de imagenes de resonancia magnética de
cerebro, médula espinal y nervios opticos, mostraron presencia de los

anticuerpos anti-AQP4.
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Figura 23. Cuantificacion de fluorescencia por patologia. Las diferentes muestras se agruparon en
funcidn de su naturaleza neuroldgica y se representaron las medias obtenidas en la cuantificacién de
la fluorescencia de estas normalizadas respecto al control negativo. ***p<0.001.
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Una vez la técnica fue puesta a punto y demostrada su elevada
sensibilidad y especificidad, se quiso optimizar la técnica desarrollada en
cuanto a tiempo se refiere, ya que el proceso normal, desde la
descongelacién y cultivo de las células, transfeccion, inmunofluorescencia,
hasta la cuantificacién, se prolongaba hasta 2-3 semanas. Para ello, se
explord el efecto que tenia durante la realizacion de la inmunofluorescencia,
una vez finalizado el paso de bloqueo, congelar los portas a -802C, y tras dias
de congelacién, proseguir el protocolo descrito con incubacién del porta en
presencia del suero a diagnosticar. De esta forma se podria tener
congelados un gran nimero de portas listos para usarse tras la llegada del
suero al laboratorio, pudiendo tener el resultado del diagndstico

inmunoldgico en dos dias.

Para comprobar que la eficiencia del ensayo no se veia afectada, se
realizd paralelamente el ensayo usando portas con células frescas o con
células congeladas. Los resultados (Figura 24 y 25) mostraron que en ambos
casos la fluorescencia producida por un suero positivo conteniendo
anticuerpos anti-AQP4 era notablemente superior al valor de fluorescencia
detectado en el control negativo. La sefial de fluorescencia obtenida en los
controles positivos de las dos condiciones, fueron similares, aunque siempre

el marcaje fue mds limpio y mayor en el ensayo sin congelar (Figura 24).
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Figura x. Método de diagnéstico en portas sin congelar. Se muestran en verde la expresion de AQP4
asociada a EGFP y en rojo el marcaje de anticuerpos anti-AQP4 presente en el suero del paciente (A).
Cuantificacién con imageJ de la fluorescencia emitida por las muestras NMO+ (barras verde) y NMO-
(barras amarillo). Se compararon las medias entre los dos grupos. (**p<0.01).(B).
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Figura 25. Método de diagndstico en portas congelados. Se muestran en verde la expresion de AQP4
asociada a EGFP y en rojo el marcaje de anticuerpos anti-AQP4 presente en el suero del paciente (A).
Cuantificacién con imageJ de la fluorescencia emitida por las muestras NMO+ (barras verdes) y NMO-
(barras amarillo). Se compararon las medias entre los dos grupos. (**p<0.01).(B).
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Como se aprecia en la Figura 26, tanto en muestras de pacientes con
anticuerpos anti-AQP4 positivos como en muestras de pacientes con
esclerosis multiple que han recibido tratamiento con natalizumab se detecté
marcaje fluorescente. Sin embargo se pudo observar, gracias a la expresion
de EGFP asociada a la expresiéon de AQP4, que el marcaje producido por el
suero del paciente con NMO+ marca uUnicamente las células que
sobreexpresan EGFP-AQP4, a diferencia del suero de un paciente tratado
con natalizumab, el cual marca todas las células presentes, sin importar la
expresion o no de AQP4. En el merge de seiales fluorescentes verde y roja
se pudo comprobar como las sefiales de fluorescencia sélo colocalizan en las
del suero NMO+, mientras que en la muestra de natalizumab se observa un
marcaje de membrana en practicamente todas las células con
independencia de la expresién o no de AQP4-EGFP. Al cuantificar los niveles
de fluorescencia (Figura 26b), tanto los sueros de pacientes tratados con
natalizumab como los sueros de pacientes NMO+ mostraron niveles lo
suficientemente altos como para mostrar diferencias significativas respecto
a sueros negativos para NMO-. Pero a su vez, también se obtuvieron
diferencias significativas al comparar los niveles de fluorescencia en
pacientes tratados con natalizumab y los sueros de pacientes NMO+, estos

ultimos mostrando valores mucho mas altos de fluorescencia.
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Figura 26. Marcaje producido por el suero de paciente con tratamiento de natalizumab.
Inmunofluorescencia indirecta anti-AQP4 de muestra NMO+ y suero de pacientes tratados con
natalizumab (A). Cuantificacién de la fluorescencia de muestras NMO+ (verde), NMO- (gris) y suero de
pacientes tratados con natalizumab (naranja). **p<0.01, ***p<0.001 (B).
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Para confirmar que estos resultados se debian a efectos producidos
por la presencia de Natalizumab en el suero de los pacientes se procedié a
repetir el ensayo inmunoldgico pero utilizando Tysabri directamente como
anticuerpo primario, en vez de usar el suero de los pacientes. Tysabri es un
producto comercial que contiene el mismo principio activo presente en el
tratamiento genérico conocido como natalizumab. Los resultados (figura x),
mostraron gran similitud entre el patrén de marcaje mostrado por el suero
de un paciente que estaba bajo tratamiento con natalizumab y el producido
por Tysabri. En ambos casos se observd un marcaje especifico de
membrana, pero sin relacion con la sobrexpresion de EGFP-AQP4. Se
observé marcaje de todas las células mientras que la sobreexpresion de
EGFP-AQP4, en esta ocasion abarcaba menos del 50% del total de células en

el campo.
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AQP4-EGFP Anti-IgG Merge

Natalizumab en suero

Natalizumab (Tysabri)

Figura 27. Deteccion de natalizumab en suero frente al comercial. Inmunofluorescencia indirecta que
muestra el marcaje producido por el suero de paciente con tratamiento de natalizumab y el
natalizumab comercial (Tysabri).

Una vez verificada la interferencia del natalizumab en el diagndstico y
comprobar que el marcaje no correspondia a AQP4, se pasd a buscar cual
era el antigeno responsable por esta sefal (falsa positiva) que

observdabamos.

El natalizumab, es un anticuerpo monoclonal que interacciona con
integrinas, glicoproteinas de membrana que participan en la unién de la
célula con la matriz extracelular o con otras células. En nuestros cultivos se
usaron células HEK293 (células embrionarias de rifion humano), las cuales
expresan de forma constitutiva un tipo de integrina, la integrina alfa 4. La
presencia de esta integrina se confirmd, mediante el estudio de la expresion
por PCR cuantitativa en cultivos de HEK293 sin transfectar y transfectados

con AQP4-M23 y con un vector vacio (p3T). Como se observa en la Figura 28,
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se detectd expresion de la integrina en los diferentes casos de células HEK
analizadas, comprobandose que la expresidn constitutiva de ésta integrina
no se veia afectada al ser las células transfectadas con otros genes.

1204
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% de expresion de ITGa4d

HEK293 " HEK293M23  HEK293p3T H.0

Figura 28. PCR cuantitativa de ITGad. Se muestran los niveles de expresion de ITGa4 en cultivo
celular HEK293 sin transfectar y transfectada con los genes de AQP4-M23 y p3T.

Asi, el marcaje de membrana que presentan algunas muestras de
sueros de pacientes con EM, es debido al tratamiento de natalizumab, y al
reconocimiento por este anticuerpo monoclonal de las integrinas que se

encuentran en la membrana de las células HEK293 usadas para el ensayo.

2. Presencia de anticuerpos anti-AQP1 en suero de pacientes con
desordenes que se incluyen dentro del sindrome de la NMO
(NMOSD)

Varios estudios han descrito la presencia de anticuerpos anti-AQP1 en
suero de pacientes clasificados como dentro del espectro clinico de la NMO.

Utilizando ensayos de inmunofluorescencia (Long et al., 2014b) o mediante
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técnicas de ELISA y radioinmunoprecipitacion (Tzartos et al., 2013), estos
autores detectan la presencia de AQP1. Sin embargo, las inconsistencias
encontradas en ambos trabajos y la falta de reproducibilidad de dichos
resultados por otros autores (Schanda et al.,, 2015), han afadido muchos
interrogantes a la posibilidad de una verdadera relacién entre la presencia

de anticuerpos anti-AQP1 y el espectro clinico de la NMO

En este apartado se muestran los resultados de diversos analisis, de
inmunofluorescencia indirecta en células transfectadas con AQP1 y ensayos
de ELISA, realizados con las muestras de suero recolectadas y previamente
analizadas para la deteccion de anti NMO-IgG, y ahora usadas para la

deteccion de anticuerpos anti-AQP1.

El ensayo se realizé siguiendo el protocolo ya puesto a punto para la
deteccidon de anticuerpos anti-AQP4, pero ahora utilizando células HEK293 a
las que se les transfectd el clon pCMV6-AQP1-EGFP para asi obtener un
cultivo celular que sobreexpresaba AQP1 y EGFP simultdaneamente. Se
analizaron todos los sueros recolectados hasta la fecha y se compararon con
los resultados obtenidos en la deteccidn de anticuerpos anti-AQP4. Los
resultados (Figura 29) mostraron que los sueros pertenecientes a pacientes
del espectro NMO (NMOSD) (A’) presentaban un marcaje similar al control
negativo (B’). Por el contrario, la deteccion de anticuerpos anti-AQP4 en los
mismos sueros realizada paralelamente mostré una intensa sefial en las

muestras de suero de pacientes NMO+.
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Figura 29. Inmunofluorescencia de AQP1 y AQP4 con suero de pacientes sobre células no
permeabilizadas. Comparacion de la sefial de AQP1 y AQP4 con el ensayo de inmunodeteccion hecho
usando células sin permeabilizar tal como se describié para el diagndstico de AQP4. Expresion de
AQP1-EGFP (A,B).Expresion de AQP4-EGFP (C,D). Suero de paciente NMOSD positivo (A’,C’). Suero de
paciente NMOSD negativo (B’,D’).

Tras los resultados negativos obtenidos, el ensayo de
inmunofluorescencia fue repetido, pero esta vez siguiendo las condiciones
de permeabilizacion del tejido descritas previamente (Long, Youming et al.,

2014) por autores que confirman la presencia de anticuerpos anti-AQP1 en
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el suero de pacientes con NMOSD. Este protocolo, a diferencia del anterior,
permeabiliza las células, disminuyendo considerablemente la especificidad y
sensibilidad de la técnica. Como se puede apreciar en la Figura 29, se
observa mucho marcaje, tanto en las células que sobreexpresan AQP1,
como en las que expresan AQP4, asi como también en las que no expresan
ninguna de estas proteinas. El resultado fue similar en las muestras
pertenecientes a pacientes con NMOSD (A’, C’), como en las muestras de
pacientes que no pertenecian al NMOSD (B’, D’). Esta sefial de fluorescencia
que se detecta es por tanto inespecifica, debida a la unién de componentes

del suero a la célula que se desconocen.
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Figura 29. Inmunofluorescencia de AQP1 y AQP4 con suero de pacientes sobre células
permeabilizadas. Comparacion de la sefial de AQP1 y AQP4 con el ensayo de inmunodeteccién hecho
usando células permeabilizadas. Expresion de AQP1-EGFP (A,B).Expresion de AQP4-EGFP (C,D). Suero
de paciente NMOSD positivo (A’,C’). Suero de paciente NMOSD negativo (B’,D’).
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Ac AQP1 comercial
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Figura x. Inmunofluorescencia de AQP1 con Ac comercial y suero. Inmunofluorescencia de AQP1 sin
permeabilizar donde se muestra el marcaje del Ac comercial de AQP1 frente a los sueros de paciente.
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Aceptando la posibilidad de que los anticuerpos anti-AQP1 estuvieran
presentes en el suero pero fueran dificiles de detectar debido a su baja
concentracion y a la poca sensibilidad de la técnica inmunofluorescente, las
muestras se analizaron entonces usando un método de mayor sensibilidad
como es el ELISA. Los resultados (Figura 30) evidenciaron en algunas
muestras la presencia significativa de anticuerpos anti-AQP1. Sin embargo,
las muestras con niveles de anticuerpos mas altos no solo se encontraban en
el grupo NMOSD, también muestras de EM presentaron niveles elevados.
Del grupo NMOSD, Unicamente 2 sueros que pertenecian a pacientes con
neuritis dptica de repeticion (NOr.) y 3 de pacientes con mielitis longitudinal
extensa (MLE) dieron valores positivos para anti-AQP1. En el grupo de
NMOSD negativo, destacaron como positivas 3 muestras de pacientes con
esclerosis multiple (EM). La significancia estadistica de los datos se hallé por
comparacion a la media mas la desviacion tipica (linea punteada en la Figura
30), del valor del anticuerpo obtenido en controles sanos, determinado por

triplicado.
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Figura 30. ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-AQP1 en suero de pacientes. Las diferentes
patologias aparecen agrupadas en dos categorias, NMOSD — y NMOSD +. La linea de puntos
corresponde a la media + sd de 3 controles sanos y se usé como valor de referencia en el analisis
estadistico.

En resumen, vemos que algunas muestras de pacientes presentan
niveles significativos de anticuerpos anti-AQP1, siendo sdélo posible
detectarlos mediante la técnica de ELISA, pero dichos anticuerpos no solo se
detectaron en pacientes del espectro clinico de la NMO (NMOSD), sino que

también se detectaron en pacientes con esclerosis multiple.

3. Estudio de AQPs en liquido cefalorraquideo de pacientes con

hidrocefalia

La hidrocefalia es una patologia producida por la acumulacién de

liquido cefalorraquideo (LCR) en el sistema ventricular cerebral. En Ia
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produccién de LCR participan tanto el plexo coroideo, donde hay elevada
expresion de AQP1, como las células ependimarias, con alta expresién de

AQPA4.

Para estudiar la posible relacién de estas AQPs con dicha patologia,
se evalud en muestras de liquido cefalorraquideo humanas, perteneciente a
pacientes con hidrocefalia obstructiva, hidrocefalia comunicante y sin

hidrocefalia, la presencia de estas proteinas.

El andlisis de las muestras para AQP1 (Figura 31), mostré de forma
general niveles mayores de esta proteina en las muestras de los pacientes
que padecian hidrocefalia (obstructiva o comunicante), y aunque se aprecia
una elevada variabilidad en los resultados, las muestras que pertenecian a
hidrocefalia comunicante presentaron diferencias significativas claras con

respecto a las muestras sin hidrocefalia.
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Figura 31. Niveles de AQP1 en LCR de muestras control y con hidrocefalia. En pacientes con
hidrocefalia de diferente origen, se evaluaron por ELISA los niveles de la proteina AQP1 presentes en
muestras de LCR. * p< 0,05
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En las mismas muestras se analizd, también por ELISA, la presencia
de AQP4. Como se muestra en la Figura 32, los niveles de AQP4 en los dos
tipos de hidrocefalia estudiados fueron superiores a los registrados en las
muestras sin hidrocefalia. Fue sin embargo en la hidrocefalia obstructiva,
donde se encontraron valores de AQP4 significativamente superiores
respecto a las muestras sin hidrocefalia. De nuevo se observé una gran
variabilidad en los niveles de AQP4 medidos por ELISA en las muestras de

LCR.
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Figura 32. Niveles de AQP4 en LCR de muestras control y con hidrocefalia. En pacientes con
hidrocefalia de diferente origen, se evaluaron por ELISA los niveles de proteina AQP4 presentes en
muestras de LCR. * p< 0,05

En ambas figuras los resultados presentados corresponden a la
concentracion de AQPs normalizadas por las proteinas totales presentes en
cada muestra para corregir asi posibles errores de dilucién introducidos por

las diversas técnicas de obtencidn de las muestras de LCR.



RESULTADOS

Siendo el plexo coroideo uno de los tejidos mas implicado en la
produccién de liquido cefalorraquideo, y dada la alta expresiéon de AQP1 en
este tejido, se realizaron estudios de expresién de AQP1 en rata y ratdn con
el propdsito de estudiar la posible relacion de la hidrocefalia con la
expresion de esta proteina en dicho tejido. Trabajos previos del laboratorio
habian indicado ademas la expresiéon al alza de AQP1 en el plexo coroideo
de ratones expuestos a hipoxia (Abreu y col. 2011), por tanto quisimos
también estudiar si en hipoxia, como consecuencia de una sobreexpresion
de AQP1, se producia una situacion de hidrocefalia en el animal expuesto a

condiciones de 8-10% de O, durante 48 horas.

La expresion de AQP1 en plexo coroideo fue analizada mediante
ensayos de RT-PCR cuantitativa (Figura 33) para detectar los niveles de RNA,
y mediante inmunohistoquimica (Figura 34) y “western blot” para detectar

los niveles de la proteina.

En la Figura 33 se muestra, en valores relativos, que cuando los
ratones se exponen a condiciones de hipoxia (24, 48 y 72h) la expresién de
AQP1 aumenta hasta alcanzar un pico de induccidén a las 48 h de tratamiento

de = 2,5 veces de su valor en normoxia.
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Figura 33. Analisis de expresion por RT-PCRq del mRNA de AQP1 en plexo coroideo de ratén.
Ratones C57J) fueron expuestos a condiciones de hipoxia durante 24, 48 y 72 horas. Se muestra la
expresion relativa de los ARNm tras los periodos de hipoxia expresados respecto al control en
normoxia.

En la Figura 34 se muestran resultados de los ensayos de
inmunohistoquimica que permitieron evaluar la expresién de AQP1 en plexo
coroideo de ratones sometidos a condiciones de hipoxia. La expresiéon de
AQP1 en rifidn se usé como control positivo del marcaje de esta proteina, y
el tejido procedente de ratones AQP1-KO se usé como control negativo para
valorar la especificidad del anticuerpo usado. Los resultados muestran que
los niveles de la proteina AQP1 fueron mayores en el tratamiento de hipoxia
que en la normoxia, siendo las diferencias a las 48h mayores que a las 24h y

en ambos casos estadisticamente significativas (p< 0,05) .
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Figura 34. Andlisis de la expresion por inmunohistoquimica de AQP1 en plexo coroideo. La deteccion
de AQP1 se hizo en ratones AQP1 wt y KO en condiciones de normoxia e hipoxia. Tanto el rifidn como
los tejidos del KO, se usaron como controles. * y # p< 0,05

Los niveles de expresion de AQP1 tras el tratamiento hipdxico (24h y
48h) se evaluaron también mediante western blot. Como se muestra en la
Figura 35, la hipoxia produjo un leve aumento en la expresion de AQP1
observable claramente a las 48h pero sin llegar a ser estadisticamente

significativo.
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Figura 35. Andlisis de expresion de AQP1 en plexo coroideo de ratdn. LA expresion de AQP1 en plexo

coroideo de ratones C57) fue analizado por Western Blot tras exponer los animales a condiciones de
hipoxia durante 24 y 48 horas.

Mediante inmunohistoquimica analizamos la expresién de AQP1 en
las células del plexo coroideo, evidencidndose como era de esperar una

localizacion de membrana de esta proteina (Figura 36).
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Figura 36. Deteccion de AQP1 en plexo coroideo. Las fotografias muestran imagenes de microscopia
de fluorescencia del plexo coroideo de ratén wild type de la linea C57J, procesado para la deteccién
inmunohistoquimica de AQP1 (verde) y el marcador especifico de plexo TTR (rojo).

Los trabajos publicados hasta la fecha destacan el papel de AQP1 en la
produccién y regulacién de LCR en los plexos coroideos (Day y col., 2014;
Papadopoulos y Verkman, 2013), sin embargo poco se conoce del papel de AQP4
en este proceso. Aunqgue la idea prevalente en el campo es que AQP4 no juega
ningun papel en la produccidon de LCR, estudios previos muestran expresion de
AQP4 en el plexo coroideo (Mobasheri et al., 2007; Speake et al., 2003; Suzuki et
al., 2013; Venero et al., 1999) y junto a los resultados obtenidos en el analisis de
ARNm en el apartado anterior, quisimos analizar de forma especifica si existe

expresion de esta proteina en el tejido en cuestion.
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Analizamos la expresion de la proteina mediante las técnicas de western blot
e inmunofluorescencia. Como se muestra en la Figura 37a, el andlisis de la
expresion de AQP4 en diferentes muestras: controles, cultivos celulares de HEK293
sin transfectar y transfectadas con las dos isoformas de AQP4 (M1 y M23); corteza
de cerebro de ratdn y por ultimo cultivos primarios de plexo coroideo, dejé claro
gue si hay expresién de la proteina. En la Figura 37b, se muestran los resultados de
deteccién de AQP4 en plexo coroideo de ratdén por inmunofluorescencia indirecta,
donde se puede apreciar que AQP4 (rojo) presenta una distribucion homogénea en

el citoplasma, y no de membrana como muestra el control e-cadherina (verde).
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Figura 37. Expresion de AQP4 en plexo coroideo. La figura muestra la presencia de AQP4 a nivel de
proteina en el plexo coroideo. Los niveles de expresion de AQP4 fueron analizados mediante western
blot entre muestras de diferentes cultivos pertenecientes a HEK293 sin transfectar, HEK293
transfectada con AQP4-M1 y M23, corteza de ratén y cultivo primario de plexo coroideo de rata (n=4)
(A). Mediante inmunofluorescencia indirecta sobre plexo coroideo de ratén se detectaron las
proteinas AQP4 (rojo) y e-cadherina (verde) como control (B).
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Una produccidn excesiva o una reabsorcion reducida del LCR llevardn a una
situacion de hidrocefalia, la cual pudiera estar asociada a una expresion alterada o
una disfuncion de las AQPs presentes en la interfase entre el SNC y los
compartimentos donde se encuentra el LCR. Como ya se indicé en la introduccién
de esta tesis son varias las AQPs que a dia de hoy han sido localizadas en el cerebro

de mamiferos y pudieran ser relevantes en el contexto del presente trabajo.

Quisimos entonces explorar la expresidon de las acuaporinas 4 y 9, que junto
con AQP1 son las que se expresan principalmente en el SNC, y analizar la expresion
de estas tres proteinas en diferentes secciones del cerebro. Para ello, se aislaron
zonas especificas tales como epéndima, corteza, plexo coroideo y estriado, en las

cuales la presencia de AQPs ha sido descrita previamente en la literatura.

Los ratones se expusieron a hipoxia durante 48 horas y la expresién de las

AQPs fue analizada por PCR cuantitativa.

Como se observa en la Figura 38a, AQP1 se expresa Unicamente en plexo
coroideo y como se mostré anteriormente en el apartado 2 de resultados, aqui
nuevamente se confirmd una mayor expresion en condiciones de hipoxia. La
expresion de AQP4 sin embargo, se encontré en los 4 tejidos analizados (Figura
38b). Claras diferencias en la expresion de esta proteina por hipoxia se observaron
en el plexo coroideo y la corteza, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas solo en la corteza. Curiosamente se observé ademas que la hipoxia
aumenta la expresién de la proteina en el plexo coroideo, mientras que la reduce
en la corteza. Por ultimo, los resultados mostraron (Figura 38c) que AQP9 se
expresa en todos los tejidos y que la hipoxia aumenta su expresién en todos ellos,

aunque las diferencias solo fueron estadisticamente significativas en el estriado.
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Figura 38. Analisis en distintas zonas del cerebro de la expresion de AQP1, AQP4 y AQP9 por RT-
PCRq bajo condiciones de hipoxia. Los ratones (n=4) se mantuvieron en hipoxia al 10% de O, durante
48 h. Las graficas muestran el andlisis por RT-gPCR de AQP1 (A), AQP4 (B) y AQP9 (C) en los cuatro
tejidos estudiados: epéndima, plexo coroideo, estriado y corteza, * p<0,05.
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El ratdon mutante hyh, como se ha descrito en la introduccidn, es un
ratén que presenta una mutacién puntual que afecta a la expresion de la
proteina a-SNAP, que le produce una acumulacion de LCR en los ventriculos
acompafada de una estenosis en el acueducto de Silvio, desarrollando una
hidrocefalia severa. Este ratén presenta un fenotipo hidrocefalico que se
asemeja en algunos aspectos a la hidrocefalia congénita en humanos tales
como en el aumento de la presién intracraneal, aumento del volumen de
LCR, estenosis, entre otros, y es por ello que haya sido seleccionado como
modelo en el estudio de la relacion entre la hidrocefalia y la expresién de

acuaporinas.

Al igual que en el apartado anterior, se analiz6 la expresién de las
acuaporinas mas abundantes en el SNC: AQP1, AQP4 y AQP9 en tejidos
como el plexo coroideo, corteza, epéndima y estriado. Se usaron ratones
hyh entre 15 y 25 dias de edad y como controles se usaron los de genotipo
silvestre (wild type) de la misma linea. Los niveles de expresiéon de AQPs

fueron analizados mediante PCR cuantitativa.

Como se observa en la Figura 39a, AQP1 Unicamente se expresa en
plexo coroideo, sin encontrarse diferencias significativas entre el ratdn
control y el hyh. La expresion de AQP4 (Figura 39b), mostré ser mayor en
epéndima, estriado y corteza de ratones wt, siendo estadisticamente
significativos estas diferencias solo en epéndima y estriado. En el plexo
coroideo, los niveles de AQP4 fueron mas elevadas en ratones hyh, con una

diferencia estadisticamente significativa 10 veces mayor en hyh que en el
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wt. La expresion de AQP9 (Figura 39c), al igual que AQP4 también se vio
aumentada en epéndima, estriado y corteza en ratones wt respecto a hyh,
siendo las diferencias estadisticamente significativas Unicamente en el
epéndima. En plexo coroideo a diferencia del apartado anterior, AQP9 sin

embargo, no es detectada.
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Figura 39. Analisis de expresion de AQP1, AQP4 y AQP9 por RT-PCRq en ratones hop gait.. Para el
andlisis se utilizaron 4 ratones silvestres y 4 ratones con hidrocefalia (hyh). Las gréficas muestran el
andlisis por RT-gPCR de AQP1 (A), AQP4 (B) y AQP9 (C), en los tejidos: epéndima, plexo coroideo,

estriado y corteza. . * p<0,05.
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En la actualidad, son muchos los estudios que abordan el estudio
funcional de las acuaporinas en el sistema nervioso central y su implicacion
en diferentes patologias neurolégicas como edema cerebral, neuromielitis
Optica, encefalomielitis aguda diseminada, hidrocefalia, neuroinflamacién
por lesion cerebral y tumores entre otros (Badaut y col.,, 2014;
Papadopoulos y Verkman, 2013). En este trabajo se aborda el estudio de las
principales acuaporinas presentes en el sistema nervioso central, como son
AQP1 y AQP4, tanto a nivel basico, en lo que se refiere a su implicacién en la
etiologia y desarrollo de la enfermedad, o clinico, por su importancia en el
desarrollo de sistemas de diagndstico. Estos estudios se han centrado en dos

patologias neurolégicas como son la neuromielitis éptica y la hidrocefalia.

La neuromielitis Optica, es una enfermedad idiopdtica inflamatoria
desmielinizante que afecta al nervio dptico y la médula espinal, que puede
ser distinguida de la esclerosis mdultiple por una combinacion de
exploraciones clinicas, de neuroimagen y analisis del liquido cefalorraquideo
(Wingerchuk y col., 1999). Hasta hace relativamente poco tiempo muchos
pacientes con los primeros sintomas de NMO eran diagnosticados con
esclerosis multiple, error que conllevaba a la aplicacién de un tratamiento
erréneo, ya que mientras que la esclerosis es tratada con
inmunomoduladores tipo interferén beta o acetato de glatiramer,

natalizumab, etc, la neuromielitis es tratada con inmunosupresores del tipo
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azatriopina, rituximab, etc (Gajofatto y Benedetti, 2015; Trebst et al., 2014).
El descubrimiento del anticuerpo para AQP4 como marcador de la
neuromielitis éptica (NMO-IgG) supuso un gran avance al permitir un
diagndstico temprano de la enfermedad cuando los sintomas todavia
pueden llevar a confusion con la esclerosis multiple (Lennon et al., 2004).
Para la deteccion de este anticuerpo, como sistema de diagndstico, se han
desarrollado técnicas de inmunodeteccion tales como: inmunofluorescencia
indirecta en tejido, inmunofluorescencia indirecta en células transfectadas
con AQP4 (CBA), ELISA, radioinmunoprecipitacion (RIPA),
fluoroinmunoprecipitacion (FIPA), siendo la técnica CBA la que mas
sensibilidad y especificidad ha presentado hasta el momento seguida del
ELISA (De Vidi y col., 2011; Kim y col., 2012; Ruiz-Gaviria et al., 2015; Waters
y Vincent, 2008). En nuestro caso, con idea de establecer un sistema de
diagnodstico para la NMO en el Hospital Universitario Virgen del Rocio, se
puso a punto el andlisis de deteccion de NMO-IgG mediante la técnica de
CBA, transfectando la isoforma M23 de AQP4 humana en células HEK293.
Esta técnicade CBA usada fue la que presentaba una mejor relacion entre
sensibilidad y especificidad y los costes del ensayo resultaban adecuados.
Para la verificacidon de la eficacia de la técnica, en términos de sensibilidad y
especificidad, el Dr. Albert Saez del Hospital Clinic de Barcelona, centro de
referencia en Espafia para la deteccién de anticuerpos NMO-IgG nos cedid
20 muestras de pacientes negativos y positivos que permitieron confirmar la
eficacia de la técnica desarrollada. En total en nuestros estudio se analizaron
181 muestras de pacientes, la inmensa mayoria obtenidas gracias a la
colaboracién con el servicio de neurologia del HUVR, proveniente de
pacientes con diferentes patologias neurolégicas entre las que destacan la

NMO y EM, y que tras los andlisis de deteccion de NMO-IgG, se obtuvieron
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Unicamente resultados positivos para la deteccion de estos anticuerpos en
las muestras para NMO, resultando negativos para el resto de patologias
analizadas y controles. A pesar de que la presencia de anticuerpos NMO-IgG
en muestras de pacientes con NMO suele detectarse entre el 70-80% de los
casos (Lennon et al.,, 2004), ya sea porque no presenten anticuerpos o
porque la titulacion sea demasiado baja como para ser detectada por los
ensayos ya descritos, en nuestros analisis, obtuvimos un 100% de
coincidencias entre muestras de pacientes con NMO vy presencia de
anticuerpos NMO-IgG. Una vez realizada la técnica y verificados los
resultados bajo microscopia de fluorescencia, la sefal fluorescente se
analizaba mediante el software informatico Image J, que permitia
cuantificar la sefial y poder reportar un resultado cuantitativo al diagnéstico.
El hecho de poder cuantificar los resultados, a su vez permitié poder realizar
un seguimiento de los niveles de anticuerpos en los pacientes que resulten

de interés en diferentes fases de la enfermedad.

Tal y como se ha mencionado, el ensayo de deteccién de anticuerpos
NMO-IgG resultd ser 100% eficaz, siendo posible su uso como protocolo de
diagndstico de la NMO en los pacientes analizados durante el estudio. Al
pretender ofrecerlo como método de diagndstico, factores importantes a
tener en cuenta eran la facilidad de realizarlo por su simpleza y el tiempo de
duracién. En condiciones normales pueden pasar 20 dias aproximadamente
para la realizacién del ensayo, desde que se descongelan las células, se

transfectan con AQP4, se realiza la inmunohistoquimica y se cuantifica
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finalmente, lo cual era un pardmetro a mejorar. Una estrategia para acortar
este tiempo consistid en congelar las muestras a -802C tras el paso de
bloqueo y probar el ensayo usando muestras de células que habian sido asi
congeladas tras el bloqueo en el protocolo normal de una
inmunohistoquimica. Se analizaron sueros de pacientes tras la recepcién
usando las muestras de células pretratadas y congeladas y se comprobd que
los resultados finales eran obtenidos en tan sélo 3 dias, a diferencia de los
20 que se tardaba si se iniciaba el procedimiento desde células frescas, y
que los resultados eran muy similares a los obtenidos con el procedimiento
normal, haciendo del método de diagndstico desarrollado una herramienta
altamente sensible y especifica, y ademds rapida en la obtencion del

resultado.

Un hallazgo importante en este estudio fue encontrar un subgrupo de
sueros que mostraban, tras la hibridacidn con las células HEK transfectadas
con AQP4, una sefial fluorescente en la membrana, pero que a diferencia de
los sueros positivos con anticuerpos NMO-IgG que sélo marcaban las células
transfectadas, estos sueros marcaban todas las células,
independientemente de si expresaban o no AQP4. Este patron de marcaje
tan confuso, pensamos podria dar lugar a un diagndstico erroneo de los
pacientes y referirlos como NMO positivos cuando en realidad no lo son.
Consistente con este patrén de marcaje todos los sueros tras la
cuantificaciéon corroboraron una reaccion inmune positiva, mostrando

diferencias notables respecto a la fluorescencia del control negativo, sin
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embargo también se observaba que la sefial fluorescente era mucho mas
débil que la producida con los sueros de pacientes NMO-IgG positivos. El
analisis, por la neurdloga Maria Diaz Sdnchez, en la historia clinica de estos
pacientes mostré que comun a todos ellos estaba la administracién reciente

del farmaco Natalizumab.

El natalizumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra la cadena
a4 de las integrinas a4B1 y ad4B7 — very late antigen 4 (VLA-4), que estd en la
superficie de todos los leucocitos excepto los neutréfilos. Bloguea la
migracion de leucocitos a través de la barrera hematoencefalica en el SNC y
con ello reduce la reaccidn inflamatoria en pacientes con EM remitente-
recidivante (Vennegoor y col., 2013). Para explicar el falso patrén observado
cuando se usaron los sueros pertenecientes a pacientes tratados con
natalizumab, planteamos la hipdtesis de que los anticuerpos que componian
el natalizumab se podian estar uniendo a la membrana de las células HEK de
una manera inesperada, y este a su vez, estaba siendo reconocido por el
anticuerpo secundario anti human IgG usado en el ensayo diagndstico.
Entonces, mediante PCR cuantitativa, exploramos si en las células HEK se
expresa la cadena a4 de la integrina que reconoce el monoclonal del
Natalizumab, confirmando la expresiéon de altos niveles de dicha integrina
tanto en células HEK sin transfectar como transfectadas con AQP4. Por otro
lado, constatamos también que si aplicamos una alicuota concentrada de
natalizumab (TYSABRI, 20mg/ml), exactamente el mismo producto que se
les administraba a los pacientes, sobre células HEK transfectadas o no con
AQP4, obteniamos un patron de marcaje idéntico al observado tras usar
suero de los pacientes tratados con natalizumab, corroborando que la unién

del anticuerpo monoclonal a las integrinas presentes en la membrana de las
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HEK era el origen de la sefal. El analisis mdas cuidadoso de los sueros de
pacientes tratados con natalizumab mostré que si los pacientes habian
detenido el tratamiento de natalizumab mas alld de 6 meses previos a la
obtencién del suero, dejaban de presentar ese patrén confuso de marcaje y
los niveles de fluorescencia que mostraban eran muy similares a los del
suero control negativo, indicando que los niveles de natalizumab en sangre
disminuian durante largos periodos de tiempo (6 meses al menos),

haciéndose indetectables por el ensayo de diagndstico.

Si bien las células HEK ofrecen propiedades muy favorables para los
ensayos de CBA aqui usados, tales como alta eficiencia de transfeccién y
niveles de expresiéon de AQP4 humana, una desventaja de usar estas células
en ensayos de NMO también se pone de manifiesto en el presente trabajo:
concretamente que la expresién constitutiva de integrinas en la membrana
celular produce la unién de los anticuerpos que componen el natalizumab,
siendo estos reconocidos por anticuerpos anti-lgG humano dando lugar a
una falsa sefial para el diagndstico de NMO. Seria importante realizar una
exploracion de esta reactividad cruzada del natalizumab en diferentes lineas
celulares para asi poder mejorar el sistema de diagndstico. Por otro lado,
una respuesta similar a la reactividad cruzada observada con el natalizumab,
también podria ser producido por otras inmunoterapias que actualmente se
aplican a este tipo de enfermedades autoinmunes, lo que puede conducir a
falsos positivos en el diagndstico. A la vista de estos resultados cabe
mencionar, que algunos de los efectos secundarios adversos de algunas
inmunoterapias pudieran deberse a la union de anticuerpos del farmaco a
antigenos enddgenos del cuerpo humano no descritos aun (Sanchez Gomar

y col., 2014). Por ultimo ademads, es importante destacar el valor que tiene
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hacer diagnésticos claros que ayuden a dirigir con rapidez y acierto las
terapias ya que concretamente en el caso de natalizumab, este tipo de
tratamiento es efectivo en pacientes con EM, pero al contrario en pacientes
con NMO, se ha observado como el natalizumab puede producir recaidas
severas, lesiones en el cuerpo calloso, discapacidad cognitiva, en definitiva,
un empeoramiento de la enfermedad (Barnett et al., 2012; Jacob y col.,

2012; Kitley et al., 2014a).

Ademads de AQP4, en los astrocitos del SNC humano se ha detectado
alta expresion de AQP1 (Misu et al, 2013; Satoh et al., 2007).
Concretamente se ha visto que AQP1 se encuentra sobreexpresado en areas
propensas a desarrollar lesiones tipicas de la NMO (Misu et al., 2013). Esta
premisa ha llevado a pensar en AQP1 como un posible biomarcador de la
NMOSD a causa de la seronegatividad para AQP4 encontrada en muchos
sueros de pacientes que pertenecen a este grupo. Para el estudio de la
implicacion de AQP1 en la enfermedad, analizamos de nuevo las muestras
en busca de anticuerpos anti-AQP1. Para ello, en primer lugar pusimos a
punto la misma técnica (CBA) que tan buen resultado nos dio para la
deteccion de anticuerpos anti-AQP4, pero ahora para detectar anti-AQP4.
Tras el analisis de las 181 muestras ya analizadas para AQP4 no detectamos
anticuerpos anti-AQP1 en ninguna de las muestras analizadas. En nuestro
método, en el cual las células no se fijan ni permeabilizan hasta el final del
ensayo para asi mantener la proteina de AQP lo mds conservada posible en

la membrana y asi el epitopo inmune, suponiendo que sea similar al de
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AQP4 vy esté localizado en los lazos extramembrana de las células (lorio y

col., 2013), no se detectd presencia de 1gG anti-AQP1.

Un dnico trabajo en la literatura (Long et al.,, 2014b) detecta
anticuerpos anti-AQP1 usando un método similar al nuestro (CBA) aqui
descrito. Estos autores sin embargo, solo consiguen detectar los anticuerpos
anti-AQP1 realizando un pretratamiento de las HEK-AQP4 con Triton X-100
(Long et al., 2014b), mientras que no los detectan en ausencia de
permeabilizacion. Por ello, repetimos el mismo ensayo, pero esta vez
siguiendo al detalle las condiciones establecidas por el grupo de Long y col
(2014), realizando el pretratamiento de las células con Triton X-100. En
nuestro caso, no obtuvimos ningln suero positivo en la deteccién de anti-
AQP1, pero lo que si observamos fue un intenso marcaje inespecifico en
todas las muestras analizadas probablemente debido a multiples uniones
inespecificas que resultan de la unién de IgG séricas a proteinas u otros
elementos del interior celular accesibles a consecuencia de Ila

permeabilizacidn con el tritdn.

Un estudio previo (Tzartos et al.,, 2013), también ha mostrado
presencia de anticuerpos anti-AQP1 mediante las técnicas ELISA y RIPA, y no
con el método de CBA. En nuestro caso, la deteccidén de anticuerpos anti-
AQP1 con ELISA ha ciertamente mostrado resultados positivos en algunos
sueros, pero estos no corresponden exclusivamente a muestras del espectro
clinico de NMO. Como muestra la Figura 30, muestras de pacientes con EM
también mostraron niveles significativos de anticuerpos anti-AQP1,
descartdndolos como marcadores que puedan ser usados para el

diagndstico o como diana terapéutica de la enfermedad; al menos de
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momento y dada la sensibilidad de las técnicas de las que disponemos en la

actualidad.

AQP1, que se encuentra altamente expresada en la membrana apical
del plexo coroideo, hace una contribucion sustancial a la produccién de LCR
y es una posible diana terapéutica en el tratamiento de trastornos de la
circulacion del LCR. AQP4, sin embargo, se expresa en la membrana
basolateral del epéndima ventricular y juega un papel importante en la
homeostasis del agua cerebral. En nuestros andlisis de proteina de AQP1 y
AQP4 en liquido cefalorraquideo humano vimos como en los casos de
hidrocefalia, los niveles de ambas proteinas eran mayores tanto en los casos
de hidrocefalia comunicante como en la obstructiva. En el caso de AQP1,
aunque los valores resultan bastante heterogéneos, donde mayor nimero
de proteina se detectd en el LCR fue en los pacientes con hidrocefalia
comunicante, seguido de los pacientes con hidrocefalia obstructiva. Es
posible que esto ocurra porque ante condiciones de hidrocefalia, el
aumento de LCR en el ventriculo produce un incremento de la presién
intracraneal, la cual puede desencadenar una respuesta reguladora para
detener la producciéon de LCR, y por ello, la expresién de AQP1 se vea
reducida (Paul y col., 2011). Sumado a esto puede ocurrir que para favorecer
aun mas la reduccién de la tasa de produccién de LCR, a la vez que la
expresion de AQP1 es reducida, la proteina ya expresada en la membrana,
sea desechada hacia el interior del ventriculo, siendo esta proteina la

detectada por nosotros mediante ELISA. En el caso de AQP4, también
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detectamos mayores niveles de proteina en pacientes con hidrocefalia
respecto a los controles, lo que hace pensar que al igual que en AQP1, la
expresion de la proteina se ve reducida. En algunos estudios se ha visto que
en modelos animales que desarrollan hidrocefalia, la expresién de AQP4
aumenta en el epéndima, de esta forma permite aumentar la reabsorcién de
LCR como respuesta reguladora de la homeostasis (Feng y col., 2009;
Filippidis y col., 2012). Sin embargo, a su vez se sucede otro evento, ya que
al aumentar el volumen de LCR, como consecuencia, las paredes del
ventriculo se expanden induciendo la denudacién de células ependimarias
(Dominguez-Pinos y col.,, 2005). Esta denudacién ependimaria esta
intimamente relacionada con AQP4, ya que ésta participa en la estabilidad
de la pared mediante la regulacién de la conexina-43, que dan lugar a las
uniones GAP, por lo que, ante una situacién de dilatacidon ventricular, las
uniones gap se ven afectadas junto a AQP4, siendo vertidas al LCR
(Castaneyra-Ruiz et al.,, 2013; Dominguez-Pinos et al., 2005). Este suceso
agravaria la situacién de hidrocefalia, y podria contribuir a que una
hidrocefalia comunicante desemboque en una obstructiva. Por eso, en
nuestros datos se observa como la hidrocefalia obstructiva presenta los
mayores niveles de AQP4, indicando posiblemente el punto de maxima

denudacidn del epéndima.

Son numerosos los trabajos que describen en diferentes modelos
animales de hidrocefalia como esta estd asociada a una diminucion de los

niveles de oxigeno en el cerebro (Del Bigio y col., 2012; Dombrowski y col.,
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2008). Esta hipoxia, puede tener efectos en la expresion de AQP1 en
cerebro, como ya se ha descrito en trabajos previos del laboratorio donde se
muestra como la hipoxia afecta a la expresion de AQP1 al alza (Abreu-
Rodriguez y col., 2011). En nuestro caso, tras poner a ratones bajo
condiciones de hipoxia, vimos como en los plexos coroideos, la expresién de
AQP1 mostraba una tendencia en el aumento de su expresion alcanzando su
pico a las 48 horas, a excepciéon del cultivo primario de plexo coroideo que
no mostraba diferencia alguna. En lo referente a si AQP1 ve incrementada o
disminuida su expresidon en condiciones de hidrocefalia, a dia de hoy estd
bastante discutida, ya que mientras unos autores ven como la hidrocefalia
provoca la reduccién de la expresion de AQP1 y con ello la presidn
intracraneal y la producciéon de LCR, otros o no encuentran variacion alguna
u observan una sobrexpresién de la proteina (Kalani et al., 2012). De todos
modos, la mayoria apunta a que ante una situacién de hidrocefalia, AQP1 ve
reducida su expresidon en plexo coroideo como mecanismo protector que
permita disminuir la presién intracraneal y la produccidon de LCR. Por ello,
aunqgue la hidrocefalia pueda producir una situacién de hipoxia, y esto
provocar el aumento de la expresion de AQP1, pueden activarse otros
mecanismo en el organismo que como consecuencia tenga la regulacién a la
baja para que deje de participar en la produccion del LCR, o como por
ejemplo, tal y como ocurre al incrementar la presién intracraneal, agentes
neuroendocrinos del tipo péptidos natriuréticos, son reclutados, siendo
capaces de reducir el transporte de agua en plexo coroideo al activando a

cGMP que permite bloquear a AQP1 (Paul et al., 2011).
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Para una aportar una vision mas global del papel que pueden tener las
acuaporinas en el SNC se analizaron diferentes areas del cerebro y la
expresion de las acuaporinas que se expresan en ellos. Se analizaron en
ratones bajo condiciones de hipoxia y en la linea de ratén hidrocefalico hyh
como veremos en el siguiente apartado. AQP1 tal y como venimos
comentando en el apartado anterior sigue mostrando ese aumento de su
expresiéon bajo condiciones de hipoxia siendo registrado su presencia
Unicamente en plexo coroideo. Sin embargo, AQP4 es detectada en todos
los tejidos analizados mostrando una tendencia principalmente a aumentar
su expresion en condiciones de hipoxia, al igual que ocurre en la formacién
de edemas, donde la situacidon de hipoxia creada favorece su expresion y
participa aumentando el paso de agua en la lesién (Kaur y col., 2006). En
condiciones de hidrocefalia, el entorno hipéxico creado puede inducir la
expresion de AQP4, favoreciendo la reabsorcidn de agua, contribuyendo a la
regulacién homeostatica. En el caso de AQP9, es detectada en todos los
tejidos y mostré un aumento de expresién en todos, lo cual coincide con la
literatura, donde se observa que ante algin dafio cerebral que lleve
asociado una hipoxia como un edema, AQP9 ve aumentada su expresién

(Higashida y col., 2011).
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En el caso de los ratones de fenotipo hidrocefdlico hyh, tras realizar un
analisis similar al de la hipoxia, se observé un patrén de expresién en las
acuaporinas diferente, alejando a la hipoxia como protagonista en la
etiologia de la enfermedad, aunque no por ello no desempefie algin papel.
En el caso de AQP1, en este caso, en los ratones hyh la expresién es menor,
lo cual concuerda con muchos de los estudios antes mencionado en el que
indicaban que ante una situacién de hidrocefalia, como mecanismo
regulador, se inhibe la expresion de AQP1 o se bloquea su funcién, para que
asi no participe en la produccién de LCR (Kalani et al., 2012). En el caso de
AQP4, vemos como por lo general la expresion disminuye en los ratones
hyh, a excepcién del plexo coroideo, donde la expresion aumenta
notablemente. En una situacion de hidrocefalia, lo descrito hasta ahora es
gue AQP4 en epéndima aumenta su expresidn para poder absorber el
exceso de liquido acumulado en el ventriculo, sin embargo, en este modelo
animal de hidrocefalia, el epéndima sufre una denudacion que comienza en
los primeros dias de vida y acaba al alcanzar la semana de haber nacido. Con
esta denudacién del tejido ependimario, es arrastrado con ello AQP4,
perdiendo a su vez la capacidad de regulacién homeostatica necesaria para
solventar esa acumulacion de LCR en el ventriculo (Roales-Bujan y col.,
2012). Esto puede explicar la elevada diferencia registrada en plexo
coroideo, ya que podria estar sobreexpresandose en este tejido para asi
poder realizar la funcién perdida en el epéndima. En el caso de AQP9, a
diferencia de la hipoxia, en condiciones de hidrocefalia disminuye la
expresion, lo cual puede ser debido a un mecanismo regulador para no

favorecer la entrada de agua al cerebro.
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Hasta ahora, en el plexo coroideo, siempre se ha destacado el papel
exclusivo de AQP1 en su funcién colaboradora en la produccién de LCR. Sin
embargo, ya son varios los estudios que empiezan a darle cabida a AQP4 en
este tejido, que, aunque no presenta los mismos niveles de expresion que
AQP1, sin embargo, si se encuentra presente (Mobasheri et al., 2007,
Speake et al., 2003; Suzuki et al., 2013; Venero et al., 1999). En nuestros
resultados, tanto, por imnunihistoquimica, western blot y PCR cuantitativa,
hemos demostrado su presencia tanto a nivel de ARN como de proteina,
aunque bien es cierto, que cuando intentamos localizar su ubicacion, el
marcaje que nos presentd fue a nivel citoplasmatico y no de membrana
como uno podria esperar. Estos resultados resultan coherentes con los
obtenidos respecto a los analisis de expresion en condiciones e hipoxia y en
ratones hyh, ya que como hemos mencionado anteriormente ante
situaciones de hipoxia AQP4 tiende a sobreexpresarse, y en ratones hyh
existe un aumento de expresion muy notable respecto al control wt,
pudiendo ser debido a la compensacion por la pérdida de AQP4 dispuesta

en el tejido ependimario.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes obtenidas en esta tesis doctoral son:

1. La deteccién de anticuerpos NMO-IgG en el suero de pacientes
mediante el método de doble inmunofluorescencia en células HEK
transfectadas con AQP4, mostré una alta eficiencia, sensibilidad,

rapidez y capacidad cuantitativa en el diagndstico de la NMO.

2. El ensayo de diagndstico desarrollado en este trabajo, de doble sefial
inmunofluorescente, permite evidenciar que los sueros positivos
para los anticuerpos NMO-IgG (anti-AQP4) muestran la
colocalizacidn de la senal fluorescente por expresion de AQP4 y de la
sefial fluorescente unida a la anti-lgG que reconoce las IgG-anti-

AQP4.

3. El natalizumab, reacciona con las alpha-integrinas de la membrana
de las HEK, produciendo una seial inmune-fluorescente que da lugar
a diagnésticos falsos positivos, por interaccion de las anti-IgG con el
anticuerpo monoclonal presente en el Natalizumab que se une a la
membrana de las HEK, independientemente de la expresion o no de

AQPA4.
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Los anticuerpos anti-AQP1, no parecen ser un buen marcador para el
diagndstico de pacientes del espectro del NMOSD.

En el LCR de los pacientes con hidrocefalia se detecté un aumento de
los niveles de Acuaporinas. AQP1, mostré un aumento significativo
en los casos de hidrocefalia comunicante, mientras que los niveles de

AQP4 fueron superiores en los casos de hidrocefalia obstructiva.

En el cerebro, AQP1 se expresa Unicamente en plexo coroideo, sin
embargo, AQP4 y AQP9 ademas de expresarse en plexo coroideo,

también se expresan en epéndima, estriado y corteza.

Las tres acuaporinas AQP1, AQP4 y AQP9, parecen modificarse en
respuesta a hipoxia y por tanto participar en la homeostasis del LCR.
No podemos descartar la posible expansion del volumen ventriclar

gue seria indicador del desarrollo de la condicion de hidrocefalia.

En los animales con fenotipo hidrocefalico hyh, se observa una fuerte
sobreexpresiéon de AQP4 en plexo coroideo, mientras que en el
epéndima, AQP4 y AQP9 ven reducida su expresion, lo que sugiere
qgue las AQPs desempeiian un papel en el desarrollo de la

hidrocefalia congénita.
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