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Hipoxia

La aportacion adecuada de oxigeno es esencial para que el metabolismo de la célula
eucariota sea eficiente. Esto se debe al papel del oxigeno como principal aceptor de
electrones en el complejo IV de la cadena transportadora de electrones mitocondrial. En
condiciones fisioldgicas, la mayor parte del oxigeno consumido por una célula es usado
para este proposito (Taylor and Moncada 2010); sin embargo, una proporcién menor del
oxigeno no es consumido por la mitocondria y juega un papel importante en procesos de
sefializacion (éste es el caso de la regulacion en normoxia de la via de HIF que se

describira posteriormente) (Hagen, Taylor et al. 2003, Chua, Dufour et al. 2010).

La hipoxia tiene lugar cuando el nivel de oxigeno requerido por una célula para
mantener la homeostasis metabolica es mayor que el aporte vascular. La hipoxia es una
situacion fisiologica o fisiopatologica relativamente comun asociada a procesos como el
desarrollo fetal, la adaptacion a la altitud y el funcionamiento de la barrera epitelial en la
superficie de la mucosa del tracto gastrointestinal (Colgan and Taylor, 2010). Sin
embargo, debido al papel clave que juega el oxigeno molecular en el metabolismo
oxidativo y, como consecuencia, en el mantenimiento de los niveles celulares de ATP,
la hipoxia representa un cambio potencialmente perjudicial cuando se presenta en el
microambiente celular (Taylor and McElwain 2010, Semenza 2012). Entre las
patologias en las que la hipoxia ha sido ampliamente demostrada o documentada se
incluyen situaciones donde el aporte sanguineo a un tejido se ha visto comprometido
como en el infarto de miocardio, la arteriosclerosis o el ictus (Semenza 2012). La
apariciéon de regiones hipdxicas también se da en la mayoria de los tumores solidos
(Semenza 2012) y recientemente se ha demostrado que la hipoxia es una caracteristica
prominente de los tejidos en multitud de enfermedades inflamatorias como la
enfermedad inflamatoria intestinal, la artritis reumatoide y la infeccion cronica (Kempf,
Lebiedziejewski et al. 2005, Taylor and Colgan 2007, Kennedy, Ng et al. 2010, Werth,
Beerlage et al. 2010). Es decir, la hipoxia representa una severa amenaza para la
supervivencia de la célula, del tejido y del organismo y es relativamente frecuente tanto

en individuos sanos como enfermos.
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HIF y la respuesta adaptativa a la hipoxia

Puesto que la hipoxia es un evento que ocurre de manera frecuente, los metazoos han
desarrollado una respuesta molecular protectora/adaptativa a la hipoxia que incluye la
rapida activacion de un programa transcripcional. Dicho programa esta regulado por un
factor de transcripcion conocido como HIF (factor inducible por hipoxia) (Semenza
2012, Semenza 2012), un dimero constituido por una subunidad alfa sensible a oxigeno
(HIF-1a, HIF-2a o HIF-3a) y una subunidad beta insensible a oxigeno HIF-1B3/ARNT.
HIF-1a es expresado de manera ubicua mientras que las otras isoformas son expresadas

de manera especifica dependiendo del tejido (Semenza 2012).

El mecanismo por el cual HIF es regulado bajo condiciones de hipoxia ha sido revisado
extensivamente en la literatura (Kaelin and Ratcliffe 2008, Semenza 2012). En
condiciones de normoxia (donde el aporte de oxigeno a la célula supera la demanda), las
proteinas HIFa son sintetizadas en una alta tasa pero son rapidamente marcadas para su
degradacion via proteasoma. La degradacion de HIFa es dependiente de hidroxilacién
por una familia de dioxigenasas llamadas HIF hidroxilasas. Existen cuatro miembros en
esta familia, PHD1, PHD2 y PHD3 (prolilhidroxilasa 1, 2 y 3 respectivamente) y un
cuarto miembro conocido FIH (como factor inhibidor de HIF). Las PHDs hidroxilan
residuos de prolina especificos localizados en los dominios de degradacion dependiente
de oxigeno C-terminal y N-terminal (Pro402 y Pro564 en HIF-la en humanos). Esta
modificacion hace que las proteinas HIFa sean reconocidas por la proteina VHL (von
Hippel-Lindau), componente de un complejo E3 ubiquitina ligasa que ubiquitina los
residuos de prolina hidroxilados y marca las proteinas HIFa para su degradacion en el
proteasoma (Maxwell 2005, Kaelin 2008, Kaelin and Ratcliffe 2008). La FIH, a
diferencia de las PHDs, hidroxila a HIFa en un residuo de asparragina (Asn804 en
humanos) que previene la asociacion de las proteinas HIFa con el co-activador
transcripcional p300/CBP (McNeill, Hewitson et al. 2002, Zhang, Fu et al. 2010). Asi,
en normoxia, la hidroxilacion hace a las subunidades HIFa tanto inestables como

transcripcionalmente inactivas.

En condiciones de hipoxia, la alta afinidad por el oxigeno de la citocromo C oxidasa
(complejo IV de la cadena transportadora de electrones) hace que la mayor parte del
oxigeno disponible se dirjja a la mitocondria para ser utilizado en el metabolismo

oxidativo (Hagen, Taylor et al. 2003, Chua, Dufour et al. 2010, Taylor and Moncada

Introduccion 5




2010). De esta forma la actividad hidroxilasa de las PHDs y de FIH se ve
profundamente reducida, dando lugar a la estabilizacion de HIF y a que se vuelva
transcripcionalmente activo. En la Figura 1 se muestra un esquema de la regulacién de
las PHDs y de HIFa. Los genes diana de HIF se cuentan por cientos y estan
involucrados principalmente en la adaptacion celular a la hipoxia a través de la
activacion a nivel sistémico de la angiogénesis y eritropoyesis y, a nivel celular, del
cambio hacia un metabolismo mas glicolitico. A pesar de que HIF es el regulador
principal de la respuesta celular a la hipoxia, es importante tener en cuenta que existen
otros factores de transcripcion con sensibilidad a hipoxia (Cummins and Taylor 2005).
No obstante, nos centraremos en el papel de HIF debido a su importancia sobre las

c€lulas del sistema inmune y en los resultados obtenidos en esta tesis.
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Figura 1. Esquema representativo de la regulacion de HIFa y las PHDs (Schofield and Ratcliffe 2004).

HIF e inflamacion

En los ultimos afios se ha demostrado que tejidos con inflamacidn cronica presentan de
forma prominente regiones hipdxicas. Esto se debe a la combinacion de diversos
factores que incluyen la rotura de la microvasculatura (y como consecuencia reduccion
de la disponibilidad de oxigeno), la excesiva inflamacion y fibrosis, asi como el

aumento del consumo de oxigeno por el elevado metabolismo de las células inmunes
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residentes o infiltradas en el tejido (Taylor and Colgan 2007, Colgan and Taylor 2010).
Por ejemplo, una caracteristica de la enfermedad inflamatoria intestinal es la infiltracion
de neutrofilos, los cuales consumen gran cantidad de oxigeno durante la produccion de

peroxido de hidrogeno por la NADPH oxidasa (Colgan and Taylor 2010).

Las evidencias de hipoxia en los tejidos ha sido documentada en una gran cantidad de
enfermedades inflamatorias mediante el uso de sondas especificas sensibles a niveles
reducidos de oxigeno (como las tinciones basadas en el 2-nitroimidazol), asi como la
demostracion del aumento de la expresion de HIF por andlisis inmunohistoquimico y
otras técnicas (Karhausen, Furuta et al. 2004, Kennedy, Ng et al. 2010, Vannay, Sziksz
et al. 2010). Diversos estudios indican que las células inmunes son reclutadas hacia los
sitios de inflamacion y, durante ese proceso, experimentan una disminucion dréstica en
los niveles locales de oxigeno conforme migran desde el torrente sanguineo (rico en
oxigeno) al sitio relativamente hipdxico de la inflamacion. Este descenso en la
concentracion de oxigeno da lugar a la activacion de HIF en estas células, un evento
esencial que tiene un impacto significativo a través de la regulacion de genes de
adaptacion y supervivencia (Cramer, Yamanishi et al. 2003). Del mismo modo, las
c€lulas inmunes residentes en tejidos que presentan inflamacidn cronica estan

generalmente expuestas a un ambiente hipdxico.

Aparte de las vias de activacion de HIF dependientes de O,, HIF también es inducido
por citoquinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento en condiciones de normoxia,
aunque los mecanismos y vias moleculares que subyacen a esta induccion siguen sin ser
conocidos completamente. Las citoquinas son proteinas producidas por las cé€lulas del
sistema inmune que actlan principalmente como mensajeras en la comunicacion
intercelular y estan involucradas en procesos tales como la inflamacion, la quiomiotaxis,
la proliferacion, la diferenciacion celular, etc. La mayoria de ellas pueden clasificarse en
dos grupos principales, las pro-inflamatorias y las anti-inflamatorias, siendo las
primeras responsables de la activacion de macrofagos y otras células del sistema inmune
en la respuesta innata y promoviendo la inflamacion. Se ha descrito que las citoquinas
pro-inflamatorias TNF-a (factor de necrosis tumoral) y la IL-15 (interleuquina 15)
inducen la acumulacion y actividad transcripcional de HIF-1a.. La estimulacion de la
induccion de HIF-1a por TNF-a requiere la accioén del factor de transcripcion NF-«xB

(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas)
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que actiia estabilizando la proteina HIF-1a sin afectar a sus niveles de mRNA (Jung,
Isaacs et al. 2003, Zhou, Schmid et al. 2003). De manera similar, la IL-14 actia sobre la
estabilidad de la proteina HIF-1a modulando la actividad del factor NF-«B e inhibiendo
la degradacion mediada por la proteina VHL (Jung, Isaacs et al. 2003). EI hecho de que
HIF pueda ser activado en respuesta a citoquinas inflamatorias indica que este puede

jugar un papel importante en la inflamacion.

Ademas de las citoquinas, otros estimulos pro-inflamatorios como la presencia de
bacterias o productos bacterianos como el LPS (lipopolisacarido) también estimulan la
actividad de HIF-la en condiciones normales de oxigeno. Diversas rutas han sido
involucradas en este proceso, incluyendo la de NF-«xB (Frede, Stockmann et al. 2006,
Nishi, Oda et al. 2008, Fang, Hughes et al. 2009), ROS (especies reactivas de oxigeno)
(Nishi, Oda et al. 2008), las PHDs (Peyssonnaux, Cejudo-Martin et al. 2007) y las
MAPKSs (proteinas quinasas activadas por mitogeno) p42/p44 (Frede, Stockmann et al.
2006). La implicacion de NF-«kB en este proceso es controvertida. Frede y
colaboradores han demostrado que el LPS induce la expresion del mRNA de HIF-1o en
monocitos humanos a través de la union del factor NF-xB al promotor de este gen.
Usando macréfagos mutantes para IKK-f [subunidad beta de la quinasa del inhibidor de
NF-xB), también se ha demostrado que NF-«xB es responsable de la transcripcion de
HIF-1ay de la estabilidad de la proteina, y que la deficiencia de IKK-f da lugar a una
reduccion de la expresion de las dianas de HIF como Glut-1 (transportador de glucosa
1) (Rius, Guma et al. 2008). En estos mutantes, la ausencia de IKK-B tiene como
consecuencia la activacion del inhibidor de NF-«B (IxB) y por tanto la inactivacion de
este ultimo. Otros estudios, sin embargo, han demostrado que la induccion de HIF-1a
por LPS no es dependiente de la actividad de NF-«B, sino de la generacion de ROS
(Nishi, Oda et al. 2008). Adicionalmente, se ha demostrado que el LPS aumenta los
niveles de HIF mediante la reduccion de los niveles de PHD2 y PHD3 en macréfagos,
proceso dependiente del receptor TLR-4 (receptor de tipo Toll 4) (Peyssonnaux,
Cejudo-Martin et al. 2007). Son necesarios futuros estudios para aclarar la relacion entre
HIF y NF-«B, teniendo en cuenta la importancia de estos dos factores transcripcionales

en la regulacion de la respuesta a hipoxia y en la inflamacion, respectivamente.
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Efecto de la hipoxia sobre el sistema inmune innato

Muchos de los efectos de la hipoxia sobre las células del sistema inmune son
mediados por la estabilizacion de HIF y muchos de los genes relacionados con la
respuesta inmune son regulados por este factor de transcripcion, bien directamente
por su unién al elemento de respuesta a HIF (HRE) en la region promotora de estos
genes, o indirectamente, mediante la induccion de otras sefiales moleculares o
factores de transcripcidén, como el factor NF-«B. Algunos de los efectos de la
sefializacion de HIF en las células del sistema inmune innato en respuesta a hipoxia

y otros estimulos se resumen en la siguiente figura (Figura 2).

HIF1A HIF2A

VAVAVARRE BF- 8 BERVAV)\

¢  Microbes
Succinate

Bacterial killing: » Cell survival * Arginase — T-cell

« T Glycolysis/ATP * Angiogenesis suppression

+ T Phagocytosis « Migration « Catalase — resistance
+ INOS » Cytokine/chemokine to nitrosative stress

» Antimicrobial proteases production

Figura 2. Papel de HIFs en la respuesta inmune a la hipoxia (Walmsley, Harris et al. 2014).

Las células del sistema inmune innato incluyen tanto a las células mieloides, como
a neutrofilos, monocitos circulantes (que se diferencian en macrofagos en los

tejidos) y a las células linfoides innatas (ILCs). Todas estas células tienen funciones
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importantes en la defensa del hospedador, incluyendo la fagocitosis de patdgenos,
la liberacion de proteasas antimicrobianas, y la secreciéon de citoquinas y
quimioquinas que atraen y activan a otras cé€lulas del sistema inmune. Las células
del sistema inmune encuentran un rango de diferentes tensiones de oxigeno, con
menos niveles en tejidos que en la sangre, y que se reducen ain mas en el lugar de
la inflamacion. Para llevar a cabo sus funciones bajo condiciones de hipoxia, estas
células aumentan la generacion de ATP mediante la regulacion al alza de enzimas
glicoliticas y de transportadores de glucosa (Walmsley, Print et al. 2005, Roiniotis,
Dinh et al. 2009). La hipoxia tiene ademds un abundante numero de efectos
adicionales sobre la respuesta inmune innata. Por ejemplo, los bajos niveles de
oxigeno provocan un aumento de la expresion de moléculas de adhesion y
quimioquinas en las células endoteliales, atrayendo asi a monocitos y neutrofilos
circulantes (Beck-Schimmer, Schimmer et al. 2001). Ambos tipos celulares
aumentan también la expresion de moléculas de adhesion, como la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y CD18/CD11b al alcanzar regiones hipoxicas,
promoviendo asi su arresto y su migracion transendotelial o transepitelial hacia el
sitio de la inflamacioén (Kong, Eltzschig et al. 2004). En el proceso de infiltracion,
en el tejido inflamado se produce la maduracion de los monocitos a macrofagos.
Staples y colaboradores han analizado el efecto de la hipoxia cronica en este
proceso y han encontrado que los monocitos contintian su maduracion a macrofagos
mediante la regulacion al alza de los niveles de mRNA de CD68 y HIF-Ila en
hipoxia (Staples, Sotoodehnejadnematalahi et al. 2011). Los autores consideran
estos eventos como cruciales en la maduracidn, supervivencia y funcion del linaje

de células monocito-macréfago bajo condiciones de hipoxia cronica.

La hipoxia también actiia reteniendo a las células mieloides en el sitio del dafio
mediante la induccion de la expresion de diferentes factores que inhiben la
migracion (Turner, Scotton et al. 1999, Grimshaw and Balkwill 2001, Bosco, Puppo
et al. 2006). Los macréfagos, al igual que monocitos y neutréfilos, migran a lo
largo de un gradiente quimiotactico hasta que alcanzan un area hipdxica donde se
inhibe su capacidad de progresar mas. Se ha descrito que, en respuesta a hipoxia, en
macréfagos derivados de monocitos (MDMs) se produce una inhibicién de la
proteina quimiotactica MCP-1, y se incrementa la expresion y funcion del receptor

de quimioquina CXCR4. Por tanto, la capacidad qumiotactica de los monocitos
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humanos y de los MDMs esta claramente regulada por hipoxia (Schioppa,

Uranchimeg et al. 2003, Casazza, Laoui et al. 2013).

Por otro lado, la hipoxia tiende a potenciar la funcion pro-inflamatoria y tiene un
efecto sobre la supervivencia en neutr6filos, monocitos y eosinofilos (Hannah,
Mecklenburgh et al. 1995, Walmsley, Print et al. 2005, Roiniotis, Dinh et al. 2009,
Nissim Ben Efraim, Eliashar et al. 2010). La habilidad de las células inmunes
innatas para sobrevivir y llevar a cabo su funcion de manera efectiva bajo
condiciones de hipoxia es crucial para la defensa del hospedador, sin olvidar que la
apoptosis de células inmunes es, sin embargo, esencial en el proceso de resolucion
de la inflamacion. La capacidad de supervivencia y activacidon prolongada de las
células mieloides en condiciones de hipoxia parece jugar un papel principal en la
inflamacién crénica, contribuyendo de manera importante a la respuesta inmune en
enfermedades como la enfermedad obstructiva pulmonar cronica, el asma o la

artritis reumatoide (RA) (Rossi, Sawatzky et al. 2006).

En macrofagos y neutrofilos la hipoxia da lugar a un aumento de la expresion los
receptores de Fc y del complemento, aumentando asi la fagocitosis (Anand, Gribar
et al. 2007). También promueve la liberacion de mediadores anti-microbianos tales
como la B-defensina por los macrofagos (Nickel, Busch et al. 2012). En hipoxia,
tanto monocitos como macrofagos aumentan la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias como el TNFa, el interferén y (IFNy), la IL-1B y diversos quimio-
atrayentes, mientras que reduce la expresion de quimioquinas asociadas con la
inmunidad adaptativa (Hirani, Antonicelli et al. 2001, Bosco, Puppo et al. 2006,
Acosta-Iborra, Elorza et al. 2009). Ademas, macrofagos pre-cultivados en hipoxia
han mostrado ser més efectivos en la induccion de la respuesta de células T CD8+,
debido a la regulacion al alza del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I
(MHC-I) y de moléculas co-estimuladoras, pero también inhibiendo la respuesta de
las células T CD4+ mediante la produccion de arginasa (Acosta-Iborra, Elorza et al.

2009, Pesce, Ramalingam et al. 2009).

Una respuesta esencial a la hipoxia es la estimulacion de la angiogénesis, que da
lugar a un aumento del riego sanguineo en un esfuerzo por recuperar la homeostasis
de oxigeno. Diversos factores angiogénicos se liberan en respuesta a hipoxia, y los

macréfagos son reguladores esenciales en este proceso. White y colaboradores han
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encontrado que HIF-2a es el mediador basico de la angiogénesis en macrdfagos
humanos (White, Harris et al. 2004). Diversos estudios han documentado una
induccion de genes que codifican factores angiogénicos dependiente de HIF en
macréfagos en cultivo expuestos a hipoxia, tales como VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), IL-8 (interleuquina 8), FGF1, FGF2 (factor de
crecimiento de fibroblastos 1 y 2 respectivamente) Y PDGF- (subunidad beta del
factor de crecimiento derivado de plaquetas). Recientemente, el andlisis por
microarray de MDMs expuestos a hipoxia ha demostrado un incremento del mRNA
de proteinas como VEGF, GLUT-1 y MMP-7 (metaloproteinasa de matriz 7). Esto
sugiere un aumento de genes relacionados con angiogénesis, metabolismo
glicolitico y procesamiento proteolitico respectivamente (Strehl, Fangradt et al.

2014).

Células gliales: microglia y astrocitos

La células microgliales son los macréfagos del sistema nervioso central y estan
asociados con la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas e
inflamatorias del cerebro. La microglia deriva durante la embriogénesis de macréfagos
del saco vitelino, los cuales migran al neuroepitelio y dan lugar al sistema inmune en el

cerebro adulto (Ginhoux, Greter et al. 2010).

Como los macréfagos en el resto del cuerpo, la microglia usa mecanismos fagociticos y
citotoxicos para destruir elementos extrafios. Tanto microglia como macréfagos
contribuyen a la respuesta inmune actuando como presentadores de antigenos, asi como
promoviendo la inflamacion y mecanismos homeostaticos en el cuerpo segregando
citoquinas y otras moléculas de sefnalizacion. Sin embargo, la microglia presenta ciertas
diferencias con macrdfagos, como la ausencia en su estado de reposo de las proteinas
MHC tipo I y tipo II, el IFN-y, el antigeno CD45 y muchos otros receptores de
superficie que se requieren para la presentacion de antigenos y las actividades fagocitica
y citotoxica (Aloist 2001). Otra diferencia entre la microglia y el resto de células de
origen mieloide es la tasa de renovacion celular. Macrofagos y células dendriticas son
generados y reemplazados continuamente por células progenitoras mieloides que se
diferencian en el tipo necesario. Debido a la barrera hematoencefélica, para el
organismo seria muy dificil y costosa la renovacion y el reemplazamiento continuo de la

microglia a partir de cé€lulas progenitoras mieloides. Es por esto que en su lugar la
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microglia mantiene su status quo en un estado quiescente, proliferando rapidamente
cuando es activada y asi mantener su numero en un nivel adecuado. Sin embargo, en
ciertas ocasiones como la infeccion extrema, la barrera hematoencefélica se debilita y la
microglia es reemplazada por células progenitoras mieloides y por macréfagos del
sistema inmune innato. Una vez que la infeccion se reduce, se restablece la desconexion
entre sistema central y periférico y solo la microglia esta presente en el periodo de

recuperacion (Gehrmann 1996).

Las células microgliales son extremadamente plasticas y sufren una gran variedad de
cambios estructurales basados en su localizacion y en el papel que desempefian en el
momento. Este nivel de plasticidad es esencial para llevar a cabo la multitud de
funciones inmunologicas de las que son responsables, asi como en el mantenimiento de
la homeostasis en el cerebro. Si la microglia no fuera capaz de esto, seria necesario
reemplazarlas de manera basal continuamente (como en el caso de macrdéfagos), no
estando disponibles para la defensa del sistema nervioso central y, en consecuencia,
provocando un desequilibrio inmunologico en condiciones normales (Gehrmann,
Matsumoto et al. 1995). A pesar de la importancia de la microglia en el desarrollo del
sistema nervioso central, del matenimiento de la homeostasis cerebral, de su papel
central en la inflamacion y en enfermedades neurodegenerativas y de la asociacion de
fendomenos hipoxicos con todos estos estados, no existen apenas estudios de como la
hipoxia afecta a estas células. Solo algunos estudios han propuesto efectos similares a
los observados en macrofagos, como la activacion de las células y el aumento de la
produccion y liberacion de algunas citoquinas y moléculas pro-inflamatorias como
TNF-a o IL-1B, que puede dar lugar a un incremento del dafio neuronal (Kaur,

Rathnasamy et al. 2013, Yao, Kan et al. 2013).

En el cerebro encontramos otro tipo celular involucrado en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral y que derivan de un progenitor neural, los astrocitos. Estos, junto a
la microglia, son englobados en una misma poblacion que se conoce como “cé€lulas
gliales”, a pesar de tener origenes diferentes en el desarrollo. La vision clasica de las
células gliales ha sido la de meras células de soporte que aportan factores troficos a las
neuronas, no obstante esta vision esta siendo revisada. Estudios recientes han
demostrado que ambos tipos celulares estan involucradas en la poda o eliminacion de

sinapsis redundantes o innecesarias durante el desarrollo embrionario y también de
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ciertas sinapsis durante el periodo postnatal (Paolicelli, Bolasco et al. 2011, Schafer,
Lehrman et al. 2012). En cuanto a los astrocitos, se ha observado que modulan la
actividad sinaptica mediante la liberacion de pequefias moléculas a la hendidura
sindptica tales como el ATP, la adenosina, la D-serina, y posiblemente también
glutamato, un proceso denominado ‘gliotransmision”. De hecho, los procesos
pediculares de los astrocitos estan presentes en el 60% de las sinapsis excitatorias en el
hipocampo de rata, como parte de la sinapsis tripartita (revision en: (Perea, Navarrete et
al. 2009). Los astrocitos son también parte de la barrera hematoencefélica, donde

regulan el acoplamiento neurovascular.

Las células gliales no solo producen factores neurotréficos, sino que inspeccionan el
ambiente y responden a ciertas sefales que las neuronas presentan en su membrana
plasmatica o secretan al espacio extracelular cuando el cerebro sufre algiin dafio o
lesion, ya sea agudo (infeccion, trauma, ictus) o crénico, tal como la enfermedad de
Alzheimer (EA) u otra enfermedad neurodegenerativa. Esta respuesta de las células
gliales es conocida como “activacion” y consiste en un cambio morfolégico y
funcional. Por un lado sus somas se hipertrofian y sus procesos, normalmente muy
ramificados y delgados, se retraen y se engrosan. Por otro lado, adquieren capacidad
fagocitica, y/o secretan biomoléculas potencialmente dafiinas tales como citoquinas pro-

inflamatorias y ROS.

Hipoxia y demencia

Los principales procesos patologicos que dan lugar a demencia en personas de edad
avanzada pueden clasificarse o separarse en dos grupos. El primero de ellos englobaria
los procesos neurodegenerativos que ocurren dentro del tejido cerebral en si. El segundo
grupo corresponderia a patologias vasculares o procesos de dafio vascular que provocan
la aparicion de eventos hipoxicos o isquémicos en el cerebro y como consecuencia
dafios o disfuncion cerebral. Mientras que en las Ultimas décadas se ha avanzado mucho
en el conocimiento de las enfermedades neurodegenerativas y su efecto sobre la

demencia, no ha sido asi con las patologias vasculares.

El término “demencia vascular” ha sido acufiado para referirse a la segunda forma mas
comun de demencia tras la EA (Jellinger 2007), en la que el deterioro cognitivo se

produce por el efecto de enfermedades vasculares sobre la estructura cerebral y su
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funcion. Sin embargo, las procesos de dafio vascular que pueden dar lugar a deterioro
cognitivo son muy variados pudiendo incluir enfermedades cerebrovasculares que
implican a arterias pequefias o grandes (que a menudo dan lugar a sindromes de ictus
clinico), dafio cerebrovascular como embolias que ascienden desde el corazon o desde
grandes vasos proximales a la circulacion intra-cerebral, microinfartos en la sustancia

blanca o gris, leucoencefalopatia o la angiopatia cerebral amiloide (CAA).

Una extensa revision ha demostrado que la prevalencia de la demencia entre personas
con accidentes cerebrovasculares es del 10% antes del primer accidente y de un 10%
adicional tras suftrirlo (Pendlebury and Rothwell 2009). La ocurrencia de un segundo
accidente cerebrovascular es un potente predictor de demencia, siendo la prevalencia de
demencia de un 30% entre personas con accidentes recurrentes. La prevalencia del
deterioro cognitivo puede ser incluso mayor, del 50% en individuos analizados 3 meses

después del ictus (Sundar and Adwani 2010).

Programas clinico-patologicos y estudios epidemiologicos a gran escala por todo el
mundo han demostrado que muchas o incluso la mayoria de las personas con demencia
presentan dos o varias patologias, asociando la EA con patologias vasculares
(Schneider, Arvanitakis et al. 2007, Dotti and De Strooper 2009, Ogunshola and
Antoniou 2009). A pesar de eso, es dificil extraer de la extensa literatura como se da la
co-morbilidad patologica, al variar los métodos de identificacion, clasificacion y
presentacion de las frecuencias de EA y enfermedades vasculares en las mismas

poblaciones de pacientes.

Desde el punto de vista de la contribucion que las patologias vasculares tienen en el
desarrollo de la demencia, no es sorprendente que los estudios epidemioldgicos hayan
encontrado evidencias de la asociacion de factores de riesgo vascular tales como la
hipertension, la diabetes, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la obesidad, el
colesterol, una dieta pobre o el habito de fumar con una mayor probabilidad de
desarrollar Alzheimer (Patterson, Feightner et al. 2007, Dotti and De Strooper 2009,
Barnes and Yaffe 2011, Singh, Mielke et al. 2014).
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La enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA es la enfermedad neurodegenerativa mas comun y la mayor causa de demencia.
Esta enfermedad afecta a un 6% de las personas mayores de 65 afos y se ha estimado
que su prevalencia dobla su valor conforme la edad aumenta 5 afios, por lo que cerca del
50% de las personas mayores de 85 anos sufren EA (Hirtz, Thurman et al. 2007, Thies
and Bleiler 2011).

Las caracteristicas patologicas de la enfermedad pueden ser clasificadas entre lesiones
"positivas" y "negativas". Las lesiones positivas incluyen las placas amiloides y la
angiopatia cerebral amiloidea (su equivalente en arterias y capilares), los ovillos
neurofibrilares (NFTs) y la respuesta glial. Las lesiones negativas consisten en una
progresiva pérdida de neuronas y sinapsis que da lugar a una atrofia de la corteza
cerebral. Las caracteristicas patologicas mas comunes de la enfermedad, las placas
amiloides y los NFTs, fueron ya descritos por Alois Alzheimer hace mas de 100 afios,

pero el conocimiento sobre su composicion e importancia es mucho mas reciente.

Las placas amiloides son depdsitos extracelulares de proteinas compuestos
principalmente por el péptido B-amiloide (AP), un producto del catabolismo de la
proteina precursora del amiloide (APP) que resulta de su escision secuencial por las
enzimas [-secretasas y y-secretasas. Las placas se clasifican en diferentes subtipos
morfologicos segun sus propiedades de tincidn y caracteristicas asociadas a la patologia.
Encontramos asi placas difusas, primitivas, clasicas y compactas, que representarian
diferentes estados de su evolucion; sin embargo, dicha clasificacion podria englobarse
en dos tipos principales: placas difusas y placas de nucleo denso. Las placas difusas son
depositos AP-inmunoreactivos que no alteran el neuropilo ni inducen respuesta glial a
su alrededor, por lo que son consideradas benignas; de hecho, son a menudo observadas
en la corteza de personas de edad avanzada sin evidencias de declive cognitivo
(Arriagada, Marzloff et al. 1992). Las placas de nucleo denso, por su parte, presentan un
nucleo compacto positivo para tinciones especificas de péptidos con conformacion en
hoja plegada B, como son la tincidon rojo congo o la tioflavina-S. Ademads, puesto que
generalmente se encuentran rodeadas de neuritas distroficas (placas neuriticas),
astrocitos reactivos y microglia activa, estas placas de nucleo denso son consideradas

toxicas y mas especificas de la enfermedad de Alzheimer (Mirra, Heyman et al. 1991).
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Los NFTs, son depdsitos intraneuronales de la proteina asociada a microtubulos Tau.
Dichos depositos aparecen cuando esta proteina es plegada de manera aberrante y es
hiperfosforilada de forma anormal. En la EA los agregados de Tau forman parejas de
filamentos helicoidales con conformacion de hoja B, por lo que los NFTs también son
positivos para la tincion tioflavina-S. Conforme la enfermedad avanza, muchas de las
neuronas que presentan ovillos mueren, dejando dichos ovillos en la matriz extracelular.
Numerosos estudios clinico-patoldgicos en los afios 90 demostraron que la cantidad de
NFTs, la pérdida de neuronas y, particularmente, la pérdida sinaptica correlacionan
fuertemente con la severidad del deterioro cognitivo. En estos mismo estudios se
mostraba que la carga amiloide no correlaciona con el grado de deterioro cognitivo o la
duracion de la enfermedad (Arriagada, Growdon et al. 1992, Ingelsson, Fukumoto et al.
2004). De hecho, como se menciona anteriormente, las placas amiloides son
relativamente comunes en personas sanas de edad avanzada (Arriagada, Marzloff et al.
1992). Aunque el diagnostico patologico de la EA se ha basado durante mucho tiempo
en la presencia de placas y NFTs en un niimero y distribucion suficientes en la corteza
cerebral de pacientes con historial clinico de demencia (Braak and Braak 1991, Mirra,
Heyman et al. 1991); NIA-Reagan Consensus, 1997), la visién actual es que la
enfermedad de Alzheimer se corresponde con un espectro patoldgico continuo entre
envejecimiento "normal" y demencia y, como tal, los criterios de diagnostico de la
patologia se han revisado recientemente para considerar también estados pre-

sintomaticos (Montine, Phelps et al. 2012).

Fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer

A pesar de la ausencia de correlacion entre la carga amiloide y la severidad del déficit
cognitivo, la hipotesis mas aceptada da al péptido AP un papel central en la
fisiopatologia de la enfermedad. De acuerdo con esta hipotesis, el péptido AP es el
disparador de una cascada de eventos adversos que incluyen la disfuncion sinaptica, la
inflamacién y el estrés oxidativo mediado por la glia, la hiperfosforilacion y agregacion
de Tau en NFTs y, finalmente, la pérdida neuronal y la demencia, por eso el nombre de
“hipotesis de la cascada amiloide”. La principal contribucion de esta hipotesis ha sido
poner las placas amiloides y los NFTs en un orden secuencial, atribuyendo al péptido
AP un efecto iniciador y considerando la patologia de Tau como secundaria a la

agregacion del AP (Hardy and Higgins 1992). Aunque la gran mayoria de casos de
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Alzheimer son esporadicos, las bases de la hipdtesis de la cascada amiloide recaen
ampliamente en la genética. En este sentido se ha descubierto que los genes que causan
los raros casos de Alzheimer familiar son genes que codifican para la APP (proteina
precursora del amiloide) o para las enzimas involucradas en la generacion del péptido
AP (presenilina 1 y 2, subunidades del complejo y-secretasa y conocidas como PSENI1 y
PSEN2 respectivamente). Mutaciones en los genes que codifican estas tres proteinas
dan lugar a una forma precoz de Alzheimer que es clinica y patologicamente similar a
las formas esporaddicas de aparicion tardia. Para los casos esporadicos, el mayor factor
de riesgo genético es la presencia del alelo €4 en el gen de la apolipoproteina E
(APOE). Dicho alelo ha sido asociado con elevados niveles de AP bien promoviendo su
agregacion, bien reduciendo su eliminacion del parénquima cerebral (Castellano, Kim et
al. 2011). En la altima version de la hipotesis de la cascada amiloide no se hace
referencia a la ausencia de correlacion entre la carga de placas y el deterioro cognitivo,
enfatizando que la EA es una “enfermedad sinaptica” y que son los oligdmeros solubles
de AP (mas que las fibrillas de AP de las placas) las especies con efecto toxico sobre las
sinapsis (Hardy and Selkoe 2002). De hecho, se ha demostrado que los niveles de AP
soluble en la corteza correlacionan con la severidad de la demencia (McLean, Cherny et
al. 1999) y tanto experimentos in vitro como en modelos animales indican que los
oligdbmeros de AP soluble causan disfuncion y pérdida de sinapsis (Cleary, Walsh et al.
2005, Koffie, Meyer-Luehmann et al. 2009, Li, Hong et al. 2009) y pueden inducir
hiperfosforilacion y agregacion de Tau en neuronas (Zempel, Thies et al. 2010, Jin,
Shepardson et al. 2011, Chabrier, Blurton-Jones et al. 2012). Sin embargo, se han
descrito una gran variedad de especies de AP oligomérico con diferentes propiedades
fisico-quimicas (conformacion terciaria, peso molecular, solubilidad en SDS, etc.) tanto
in vitro como in vivo desde que la hipotesis fue reformulada. Cuales de ellas estan
presentes in vivo, asi como cuales son mas toxicas y deletéreas, sigue siendo aun tema

de controversia [revision en: (Benilova, Karran et al. 2012)].

Aunque la hipdtesis de la cascada amiloide ha sido ampliamente aceptada por la
mayoria de los cientificos como su marco de investigacion en las dos ultimas décadas,
numerosas criticas y preguntas han ido surgiendo al modelo en los Gltimos afios, debido
principalmente a los resultados contradictorios y a los fallos en los ensayos clinicos
dirigidos contra el APB. Puesto que se ha considerado al péptido AP como el iniciador de

la cascada patogénica que da lugar a la EA, la mayoria de los esfuerzos se han centrado
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en el desarrollo de terapias efectivas contra el AP en los pacientes, incluyendo
inhibidores y moduladores de las enzimas P y vy-secretasas, anti-Af} agregantes
(tramiprosate por ejemplo) y, particularmente, inmunizacion anti-Af. Sin embargo,
ninguno de los ensayos clinicos realizados usando estas aproximaciones ha tenido un
impacto importante en la tasa de deterioro cognitivo de los pacientes incluidos en los

estudios (revisado en: (Haas 2012).

El uso de farmacos con supuestas acciones reductoras de AP y anti-inflamatorias, tales
como farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (NSAIDs) y estatinas, tampoco han
mostrado funcionar en ensayos clinicos con pacientes con deterioro cognitivo leve
(MCI) y pacientes con Alzheimer de leve a moderado, a pesar de los numerosos
estudios epidemiologicos previos que indicaban una reduccion sustancial del riesgo de
desarrollo de EA en la poblacion general (revisado en: (McGuinness, O'Hare et al.
2010, Jaturapatporn, Isaac et al. 2012). Aunque algunos de estos fallos podrian ser
explicados por cuestiones farmacocinéticas o farmacodinamicas (como por ejemplo la
insuficiente penetracion del farmaco en el cerebro, dosis insuficiente o efectos
secundarios) y, especialmente, por la eleccion de pacientes de EA en un estado
avanzado de la enfermedad (Selkoe 2011), algunos autores han propuesto una revision
de la hipotesis de la cascada amiloide. Es por esto que se ha propuesto un nuevo modelo
de “doble via” en el cual el AR y Tau tienen sus propias cascadas patogénicas paralelas,
pudiendo estar unidas compartiendo el mismo disparador y también por algunas
moléculas diana de las cascadas. El alelo €4 de la APOE y la quinasa 3 de la glucdégeno
sintasa (GSK3) han sido descritos como moléculas compartidas por ambas cascadas
(Small and Duff 2008). Se ha propuesto también un modelo menos dréstico de la
cascada amiloide que consiste en la diferenciacion de dos estados: un primer estado en
el cual el AP inicia diversas cascadas patogénicas que incluyen estrés oxidativo,
respuesta glial y hiperfosforilacion y agregacion de Tau, y un segundo estado en el cual
estos procesos inicialmente disparados y dependientes del AP dan lugar a una pérdida

sinaptica y neuronal progresiva de forma independiente al A (Hyman 2011).

Enfermedad de Alzheimer e hipoxia

Como ya se explicé anteriormente, existe una concomitancia entre la EA y las
patologias vasculares; de hecho tanto en los casos familiares como esporadicos, aparte

de las mutaciones descritas en los casos de Alzheimer familiar o genético, entre los
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mayores factores de riesgo de desarrollar la enfermedad se encuentran la arterosclerosis,
la diabetes o el ictus. La incidencia de EA y demencia vascular se incrementa
enormemente tras isquemia cerebral e ictus, procesos en los que se genera un ambiente
hipoxico en la region cerebral afectada. Concretamente, el ictus cerebral aumenta la
prevalencia de EA en dos veces entre pacientes de edad avanzada (Altieri, Di Piero et
al. 2004) siendo el riesgo muchisimo mayor cuando el ictus es concomitante con
condiciones patologicas como la arterioesclerosis (Honig, Kukull et al. 2005). La
hipoxia es una consecuencia directa de la hipoperfusion y de la apnea del suefio, y tiene
un efecto inmediato sobre la actividad enzimadtica, provocando a largo plazo cambios
relevantes en la expresion génica y en la sintesis de proteinas. Diversos estudios han
sugerido que la hipoxia tiene efectos directos en la acumulacion del AP, en la
hiperfosforilacion de Tau, en la disfuncion de la barrera hematoencefilica y en la

degeneracion de neuronas.

Segun algunos estudios, bajo condiciones de hipoxia intermitente y/o asfixia aumenta la
produccion de AP mediante el incremento de los niveles de las enzimas f y y-secretasas
(Sun, He et al. 2006, Loane, Pocivavsek et al. 2009). Asi mismo, Zhou y colaboradores
mostraron que en hipoxia se produce la alteracion del sistema de autofagia-lisosoma en
la protedlisis de la peoteina APOE, alterando la normal degradacion de la APOE4 y, por
tanto, facilitando la acumulacion del AP mediante la formacién de complejos de ambas
proteinas que impiden la normal eliminacion del péptido amiloide del cerebro (Zhou,
Scott et al. 2006). En estudios similares también se ha descrito que una lesion hipdxica
transitoria puede dar lugar a disfuncidn mitocondrial, dafio en el ADN, produccion de
ROS e hiperfosforilacion de Tau, estando todos estos procesos relacionados con la
activacion de la GSK3 y de la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK-5) por la hipoxia
(Chen, Xu et al. 2003), todos estos cambios provocan la apoptosis de neuronas y por

tanto una agravacion de la patologia de la EA.

Como se indicod anteriormente, estos estudios se han basado en modelos de hipoxia
intermitente e incluso de asfixia. No obstante, debido a la importancia clinica de la
hipoxia sostenida, nuestro grupo ha llevado a cabo un estudio basado en el analisis del
efecto de 16 horas o 30 dias de hipoxia sobre el procesamiento del AB3. Para este estudio
se utilizaron dos grupos de animales, uno sometido a 21% de oxigeno (normoxia) y otro

a 8,5% de oxigeno (hipoxia). En anélisis del mRNA de estos animales no mostré en
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ningun caso un cambio significativo en la expresion de las enzimas relacionadas con el

procesamiento del péptido AP (Figura 3).
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Figura 3. La hipoxia no modifica la expresion de enzimas relacionadas con el Af. En esta imagen se muestran los
niveles relativos de mRNA para APP y diversas enzimas involucradas en la sintesis o degradacion del péptido Af3. El
gen Vegfa como control de induccion por hipoxia. Los grupos son los siguientes: 1 Normoxia, 16 horas, 2 Hipoxia,
16 horas; 3 Hipoxia, 16 horas, seguido de reoxigenacion, 24 horas, 4 Normoxia, 30 dias;, 5 Hipoxia, 30 dias; 6
Hipoxia, 30 dias, seguido de reoxigenacion, 24 horas. Como control endogeno se analizaron los niveles de mRNA del
gen 18S (n=4). Los asteriscos representan diferencias significativas respecto a la normoxia (21% de O,, barras gris
oscuro). * p < 0.05; ** p < 0.01 (mediante ANOVA usando el test de Tukey). Las almohadillas representan
diferencias significativas con la hipoxia (9% O,, barras azules). ## p < 0.01 (mediante ANOVA usando prueba de

Tukey). El grupo de hipoxia-reoxigenacion esta representado en las barras gris claro.

Papel de la glia en la enfermedad de Alzheimer.

Aparte de las placas amiloides y los NFTs, otra lesion muy prominente presente en el

cerebro de pacientes con EA (y sin embargo descuidada durante muchos afos) es la
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respuesta glial mediada por astrocitos reactivos y microglia activada. El papel de las
células gliales en la EA es controvertido, quizas porque sus efectos son duales,
inicialmente beneficiosos pero finalmente deletéreos (Wyss-Coray 2006, Lucin and
Wyss-Coray 2009). En el caso de la microglia, se han descritos papeles opuestos en el
desarrollo de la EA incluyendo la eliminacion de AB por fagocitosis y liberacion de
moléculas pro-inflamatorias. Recientemente, la asociacién de genes que codifican
proteinas involucradas en la inmunidad innata con la EA ha reforzado la idea de que la
inmunidad puede tener una alta contribucion a esta enfermedad (Jones, Holmans et al.
2010, Lambert, Grenier-Boley et al. 2010, Golde, Streit et al. 2013). Ademas, se ha
descrito que genes involucrados en la inmunidad innata estan sobrerrepresentados entre

los loci asociados con el Alzheimer (Lambert, Grenier-Boley et al. 2010).

En la corteza cerebral de los pacientes de EA, tanto los astrocitos reactivos como la
microglia activada tienden a agruparse en y alrededor de las placas amiloides de nucleo
denso, sugiriendo que el AP provoca el reclutamiento y activacion de la glia e inicia una
cascada inflamatoria (LaFerla 2010). Estudios de asociacion y funcionales publicados
recientemente han sugerido que dos genes expresados en microglia, TREM2 y CD33,
podrian contribuir a la patologia provocando un descenso de la fagocitosis de AB en
portadores de alelos de riesgo (Golde, Streit et al. 2013, Griciuc, Serrano-Pozo et al.
2013). En el caso de los astrocitos, aunque son efectivos en la formacion de una cicatriz
alrededor de las placas previniendo su crecimiento, su reclutamiento por las placas
amiloides puede comprometer su funcion de modulacion de la actividad sinaptica y de
proveedor de factores troficos a neuronas en dreas distantes de las placas.
Sorprendentemente, la progresion de las respuestas astrocitica y microglial a lo largo de
la enfermedad y con respecto al resto de caracteristicas neuropatologicas de la
enfermedad no ha sido descrita con detalle en la literatura, a pesar del hecho de que
cualquier dato puede arrojar luz sobre su papel en la enfermedad y tener tanto
implicaciones de diagnostico (como el desarrollo de biomarcadores de diagnostico y de

la progresion) como terapéuticas (desarrollo de farmacos anti-inflamatorios).

A pesar del papel propuesto para la microglia como un posible contribuidor en la
progresion de la enfermedad de Alzheimer, de la asociacion entre las enfermedades
vasculares y esta enfermedad, y de la importancia de la hipoxia en la regulacion de las

células mieloides y por tanto del proceso inflamatorio, ningin estudio ha analizado
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hasta ahora como la hipoxia puede afectar a la microglia en un modelo animal de

Alzheimer y que efecto puede tener esto sobre el desarrollo de la enfermedad.
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Los objetivos de esta tesis son los siguientes

* Estudiar la respuesta de la microglia a la hipoxia in vitro y analizar el
efecto sobre sus funciones, asi como conocer los mecanismos
moleculares que subyacen a dicha respuesta.

* Estudiar la respuesta de la microglia a la hipoxia in vivo y analizar el
efecto sobre sus funciones.

* Analizar el efecto de la hipoxia cronica sobre la microglia en un
modelo de enfermedad de Alzheimer y si este tiene un efecto sobre
el desarrollo de la patologia.
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1. Modelos experimentales

1.1. Lineas celulares

1.1.1. BV2

La linea microglial transformada (v-raf/v-mic) se obtuvo a partir del Interlab
Cell Line Collection (National Institute for Cancer Research and Advanced
Biotechnology Center, Génova, Italia). Las cé€lulas se cultivaron en medio RPMI
1640 (PAA) suplementado con FBS 10% (Gibco), L-glutamina 2 mM (Gibco) y
penicilina/estreptomicina 1% (Gibco). Las células se mantuvieron a 37°C en una
atmosfera saturada de agua al 5% de CO;, y 95% de aire. Para los subcultivos las
células se tripsinizaron con tripsina-EDTA 0.25% (Gibco). En todos los
experimentos las células se mantuvieron entre un 30-50% de confluencia para
prevenir la activacion de la microglia y el desarrollo de condiciones anaerdbicas

al 1% de O,.

1.1.2. Linea celular HelLa

La linea celular humana de cancer cervical (HeLa) se obtuvo del National Centre
for Cell Science, Pune, y se cultivaron en medio “Dulbecco’s Modified Eagle
Medium”, alto en glucosa (4500 mg/l) (DMEM-High Glucose, Gibco)
suplementado con FBS 10%, L-glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina 1%.
Las células se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera saturada de agua al 5% de
CO;, y 95% de aire. Para los subcultivos las cé€lulas se tripsinizaron con tripsina-

EDTA 0.25% (Gibco).

1.1.3. Congelacion de las lineas celulares

La congelacion de células para almacenamiento en N,-liquido, precisd que la
poblacion no fuese mayor del 50% de confluencia en el caso de las BV2 y evitar
asi la diferenciacion de estas células. En el caso de la linea Hel a, las células se
congelaron a una confluencia lata, asegurando de este modo una alta tasa de
supervivencia en el momento de cultivarlas nuevamente. Asi, tras retirar el
medio de incubacidn, se realizd una tripsinizacion con tripsina-EDTA 0.25%

durante 5 minutos, bloqueamos la tripsinizacion con medio completo y
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centrifugamos a 500 g durante 5 minutos. El pellet celular se resuspendi6 en 1
mL de FBS en el caso de las BV2 y de medio en el caso de las HeLa, ambos con
dimetil sulféxido (DMSO, Sigma) al 10%, y se traspasaron a un criovial estéril
(Sarstedt). Este compuesto actu6 como un agente lipofilico que facilito la
congelacion posterior. De forma inmediata, se dispuso el vial en una caja de
congelacion (Nalgene) y se mantuvo durante un tiempo minimo de 24 horas a
una temperatura de -80°C, tras lo cual se almacenaron las muestras en N»-liquido
indefinidamente. La utilizacién de esos contenedores de congelacion permitid un
enfriamiento paulatino de las células, preservando asi la integridad de la

membrana plasmatica.
1.2. Cultivos primarios.
1.2.1. Microglia

Para la obtencion de cultivos primarios de microglia se us6 el protocolo descrito
por Saura y colaboradores en 2003 con algunas modificaciones (Saura, Tusell et
al. 2003). Con este método se obtienen cultivos mixtos de astrocitos y
microglia. Debemos hacer hincapié¢ en el hecho de que este tipo de cultivos, en
cuanto a su relevancia para estudiar propiedades de la microglia es restrictivo y

sigue siendo tema de debate (Saura 2007).

Los cultivos mixtos astro-microgliales se prepararon a partir de ratones
C57BL/6 (1-3 dias de vida, Jackson Laboratory). Los animales fueron
decapitados, y se les retiro el cerebelo (telencéfalo). Tras lo cual, se eliminaron
las meninges bajo lupa SZX16 (Olympus) en medio Hybernate-E frio. Las
células fueron disociadas mecéanicamente con tijeras de microcirugia en
tripsina-EDTA 1x en PBS (PAA) seguida de digestion enzimatica 7 minutos a
37°C en agitador thermomixer (Thermo) a 900 rpm. El tejido fue homogenizado
en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM/F-12 1:1, Gibco)
suplementado con suero FBS al 10%, inactivando la tripsina, y filtrado por

malla de nylon de 40 um de poro (BD) para eliminar restos.

Para la obtencién de los cultivos mixtos ricos en microglia las células se

.y 7 2 :
sembraron en una concentracion de 2,5%10° células por cm” en medio DMEM-
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F12 suplementado con FBS, penicilina/estreptomicina al 1%, L-glutamina 5
mM, aminoacidos no esenciales 1% y gentamicina 1%. Todos los reactivos
usados en la preparacion de este medio fueron obtenidos de la casa Gibco. El
cultivo se mantuvo durante 20 dias cambiando el medio cada 3-4 dias. Tras esto
se llevo a cabo el aislamiento de la poblacion microglial mediante tripsinizacion
suave. Para ello se retir6 el medio condicionado por las células del cultivo
mixto, que guardamos para su posterior uso, se lavaron las células con medio
sin aditivos y se afiadid tripsina-EDTA 0.25% diluida en proporcion 1:3 en
medio sin aditivos. Tras 30-45 minutos la monocapa de células no microgliales
en suspension se retira, obteniendo asi cultivos practicamente puros de

microglia.
1.2.2. Astrocitos

Los cultivos de astrocitos fueron obtenidos utilizando el mismo protocolo que
para obtener los cultivos mixtos en el cultivo microglia pero sembrando a una
concentraciéon de 15*10° células por cm? y manteniendo el cultivo durante una

semana sin cambiar el medio. No es necesario realizar aislamiento alguno.

Microglia Astrocitos
s 5 Cd33  Gfap
* % * %

Niveles relativos de mRNA (u.a.)

IBA1 GFAP DAPI

Figura 4. Cultivos primarios de microglia y astrocitos. A, Inmunocitoquimica de cultivos primarios de
microglia (panel izquierdo) y de astrocitos (panel derecho) usando anticuerpos frente a IBA1 (rojo), GFAP
(verde), y DAPI (azul). La barra de escala es de 100 um. B, Niveles relativos de expresion del marcador de
microglia (Cd33) y de astrocitos (Gfap) estimados por gRT-PCR (u.a. unidades arbitrarias) en los cultivos
de microglia (M) y de astrocitos (4). Como control endogeno se utlizaron los niveles del gen Hmbs
(porfobilinogeno deaminasa o hidroximetilbilano sintasa). (n = 3 —4). ** p < 0.01 (mediante Prueba T de
Student).

En ambos tipos de cultivos se realizd un andlisis de la pureza mediante

inmunocitoquimica. Como marcador de microglia se utilizd la proteina IBA1
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(lonized calcium-binding adapter molecule 1), que se expresa especificamente
en microglia y macréfagos (Ito, Imai et al. 1998), y GFAP como marcador de
astrocitos (Glial fibrillary acidic protein), proteina expresada en el sistema
nervioso central por los astrocitos (Jacque, Vinner et al. 1978) (Figura 4a). Para
confirmar la pureza de los cultivos, se realiz6 un analisis mediante RT-qPCR del
mRNA extraido de los cultivos frente a marcadores especificos de cada tipo
celular, utilizando Cd33 como marcador microglial (Griciuc, Serrano-Pozo et al.

2013) y Gfap como marcador de astrocitos (Figura 4b).

1.3. Animales

1.3.1. Alojamiento y manipulacion

Los animales procedentes de otros laboratorios, asi como los generados de
manera propia, se mantuvieron en el CPYEA (Centro de Produccion y
Estabulacion de Animales), donde se alojaron en locales cerrados con unas
condiciones ambientales controladas, conservando una temperatura constante de
22:C (£2) y una humedad relativa 6ptima. Se dispuso ademas de un sistema de
iluminacién que modulaba un ciclo de luz-oscuridad de doce horas (8 am—8 pm).
La experimentacion se realizd en base a la Directiva 86/609/CEE de la Union
Europea del Consejo, de 24 de noviembre de 1986, relativa a las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros respecto a la
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos, mediante Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre (BOE num.
252). El comité ético para la investigacion en animales del Hospital

Universitario Virgen del Rocio aprobd todos los procedimientos.

1.3.2. Animales transgénicos

1.3.2.1. PHDI

Esta linea de raton presenta un alelo nulo para PHD1 obtenido mediante la
introduccion de un casette de resistencia a neomicina reemplazando los
exones 2 y 3 del gen (Aragones, Schneider et al. 2008). Los ratones

homozigotos KO se obtuvieron mediante cruce de parentales heterocigotos.
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1.3.2.2.  PHD?

Esta linea de raton presenta un alelo nulo para PHD2 obtenido mediante la
introduccion de un casette de resistencia a neomicina reemplazando el exon
2 de este gen (Mazzone, Dettori et al. 2009). En este caso se utilizaron para
los experimentos como ratones mutantes los heterozigotos, ya que la

homocigosis del alelo nulo resulta letal durante el desarrollo embrionario.

1.3.2.3.  PHD3

Este raton presenta un alelo nulo para PHD3 obtenido mediante la
introduccion de un casette de resistencia a neomicina en el exén 1 del gen
(Bishop, Gallagher et al. 2008). Los ratones homozigotos KO se obtuvieron

mediante cruce de parentales heterocigotos.

Estas tres lineas se obtuvieron gracias a la colaboracion con el grupo del Dr.

Sir Peter Ratcliffe de la Universidad de Oxford.

1.3.2.4.  Modelo de Alzheimer

Para estudiar el efecto de la hipoxia sobre la enfermedad de Alzheimer se
utilizaron ratones transgénicos APP/PS1. Los animales se obtuvieron de los
laboratorios Jackson (Strain name: B6.Cg-Tg(APPswe, PSEN1dE9)85Dbo/J,
stock number 005864). Este raton contiene dos mutaciones humanas en dos
genes que codifican para proteinas clave en el desarrollo de la enfermedad.
Por un lado expresan una proteina precursora del amiloide quimérica entre la
de humano y raton (mo/huAPP) que contiene la mutacion K595N/M596L
(Haass, Lemere et al. 1995), descrita en una familia sueca con Alzheimer
familiar. Esta mutacion consiste en un cambio de la lisina en posicién 595
por asparragina y de una metionina por leucina en la posicion 596,
precediendo ambas posiciones al fragmento de AB. El uso de una forma
quimérica entre la humana y la de raton se debe a que en éste ultimo no se ha
observado el desarrollo de ninguna enfermedad similar a la de Alzheimer
aparentemente debido al hecho de que las proteinas homologas a la APP

humana, APLP1 y APLP 2 tienen propiedades diferentes.
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Por otro lado, estos ratones presentan la mutacion PSEN1dE9, consistente en
una delecion en el exdn 9 del gen presenilina 1 (Psen/), enzima principal del
complejo y-secretasa. Estudios previos demostraron que esta mutacion
provoca un incremento del fragmento AB1-42 a partir de la APP
(Jankowsky, Fadale et al. 2004). Modelos transgénicos que combinan ambas
mutaciones presentan deposicion amiloidea temprana por lo que se
consideran aceptables como modelos para la enfermedad de Alzheimer
(Borchelt, Ratovitski et al. 1997, Savonenko, Xu et al. 2005). Ambas
proteinas estan bajo el control de expresion del promotor de la proteina del
prion (PRNP) por lo que limita su expresion al sistema nervioso central
(CNS). En este modelo de Alzheimer los depositos de amiloide aparecen a
las 6 meses, asi como varias patologias relacionadas con el Alzheimer

(Garcia-Alloza, Robbins et al. 2006, Yan, Bero et al. 2009).

Las camadas control para el modelo APP/PS1 se obtuvieron mediante el
cruce de estos con ratones C56/B6J. Los grupos experimentales fueron

homogéneos en composicion de sexos.

1.3.3. Genotipado de los animales

1.3.3.1.  Extraccion de DNA genomico

La caracterizacion genética de los ratones se realizdo a partir del DNA
gendomico extraido de los deditos que se les cortaban a las crias para
diferenciarlas entre si. Esta tarea la realizaba el personal técnico del CPYEA
cuando los animales alcanzaban el décimo dia de vida. Hasta el momento de

su utilizacion, las muestras se almacenaron congeladas a -20°C.

Para la extraccion del DNA genomico, se afiadi6 a cada una de ellas un
volumen de 200 pL del tampon Direct PCR (Tail) (Qiagen) junto con 45 pg
de proteinasa K (Roche), y se incubaron a 55°C durante dos horas y quince
minutos, 800 rpm, utilizando para ello un termoagitador (Eppendorf). A
continuacion, los lisados obtenidos se mantuvieron a 85°C durante cuarenta
y cinco minutos, con el fin de inactivar la enzima, después de lo cual se

centrifugaron tres minutos a velocidad maxima (16100 g, Eppendorf) para
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eliminar los restos de tejido o pelo del animal, que quedaron acumulados en

el fondo del tubo.

1.3.3.2.  Reaccion en cadena de la polimerasa convencional

Esta técnica, basada en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, se emple6 en este estudio para el genotipado de los
diferentes animales. Las temperaturas necesarias para la desnaturalizacion
del DNA que actué como molde, y para el alineamiento y extension de los
cebadores, fueron variables para cada caso, aunque en todos ellos se
utilizaron los reactivos de la casa comercial Bioline (10x PCR Buffer, 25
mM MgCl,y dNTPs 100 mM) y una Taq polimerasa termoestable (derivada
de la bacteria Thermus aquaticus) procedente de la misma casa. Los
oligonucledtidos utilizados en la amplificacion de cada gen se muestran en
la Tabla 1. Las reacciones de amplicacion se llevaron a cabo en tubos
estériles de 0,2 mL (Axygen), utilizando termocicladores de la casa

comercial Biometra.

Oligonucleotidos para Syber green

Animal Forward Reverse

sﬁxlf{elztlre GAAGGAGGACAAAGGTCTCTTGG GGGCCCACAGTCAGCTAAAG

nll)lliell?lie CCTATATTCACGGGACAGATCCTG AGAGGCCACTTGTGTAGCGC
PHD2

silvestre TTGCAGTGTGCAACAGTCAG CACGGGGAACTCTGATTCAT
PHD2

mutante TTGCAGTGTGCAACAGTCAG CCAAAATCACCAATCTAGAATAACTTC
PHD3

silvestre GAGCACCCTTATAAAAAGCAAGTGA TGCAGAAACACCCCAGATGA
PHD3

mutante GGAAAAGCGCCTCCCCTA GGTTATTTAGTGCAGAAACACCCC

APP/PS1 CTTGTAAGTTGGATTCTCTATATCCG GACTGACCACTCGACCAGGTTCTG

Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en el genotipado de las diferentes lineas de raton.

1.3.3.3.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1-2%. Como buffer de electroforesis se utiliz6 TBE 1x [Tris Base
89 mM, acido borico 89 mM, 2 mM EDTA pH 8 (todos de la casa Sigma)]
en H,O destilada (H,Oy). El gel se dejo correr 90 voltios durante 30 minutos
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aproximadamente y fue tefiildo con Midori (Nippon Genetics), para su

posterior observacion en transiluminador.

1.4. Muestras de cerebro humano

Las muestras de tejido humano fueron amablemente donadas por el Dr. Alberto
Rabano Gutiérrez Arroyo, director del Banco de Tejido para la Investigacion
Neurologica (BTIN) de Madrid, y al Dr. Isidre Ferrer del Instituto de
Neuropatologia, coordinador del Banco de Tejidos Neurologicos del Servicio de
Anatomia Patologica IDIBELL-Hospital Universitario de Bellvitge, Barcelona. Se
usaron 26 cerebros post-mortem: 4 controles jovenes (edad promedio 45.25 + 5.4
afios; tiempo promedio post-mortem: 8.25 + 4.6 horas), 5 ADII (edad promedio 80.8
+ 4.9 afios; tiempo promedio post-mortem: 8.2 + 6.3 horas); 6 ADIII-IV (edad
promedio 74.3 + 13 afos; tiempo promedio post-mortem: 6 + 5.9 horas), y 11 ADV-
VI (edad promedio 80.7 + 10.6 afios; tiempo promedio post-mortem: 10.8 + 5
horas). Todo el material se extrajo de la misma zona del hipocampo y fue
répidamente congelado tras su obtencion. Todos los casos de Alzheimer fueron
macheados por edad, sexo y tiempo post-mortem (PMT). Los datos se presentan

como media + desviacion estandar.

Tratamientos

2.1. Hipoxia

2.1.1. Invitro

En todos los experimentos se hicieron dos grupos, células en condiciones de
hipoxia (1% O,, 5% CO,) y sus controles en normoxia (condiciones
atmosféricas normales). La exposicion a hipoxia fue posible mediante el uso de
un incubador con capacidad de control de la concentracion de oxigeno, variable
y ajustada con un mezclador de gases (camara de hipoxia invivo2 300,
RUSKIN). Los tiempos de exposicion variaron segin los diferentes

experimentos.
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2.1.2. Invivo

Los ratones fueron expuestos a normoxia (20 % de O,) o hipoxia (9 % de Oy).
Los tratamientos se hicieron durante 20 dias consecutivos a las edades de 8
meses, edad a la que ya es visible la deposicion de amiloide, y 14 meses, cuando
ya se observa dafio neuronal e inflamacion en los cerebros de los ratones
(Murphy, Beckett et al. 2007). La exposicion de los cuatro grupos se llevo a
cabo en una camara de oxigeno variable modificada para tal efecto (Coy
Laboratory Products). Las condiciones atmosféricas se mantuvieron estables y
fueron monitorizadas automdticamente ante cambios (gas guard, Thermo
Electron Corp.), en cuyo caso el sistema reestablecia las condiciones
experimentales (controlador de oxigeno, Coy Laboratory Products). A pesar de
ello, la concentracion de oxigeno fue comprobada cada dos dias de forma
manual usando un medidor electronico, dandose por aceptables diferencias
menores al 0.5% respecto al porcentaje establecido. La humedad en el interior de
la cdmara se mantuvo siempre por debajo del 70% usando silica absorbente
(Panreac). El CO; se filtr6 a través de un sistema especial basado en una bomba
y columnas de sodasorb (Grace), disefiado especialmente como parte de la
camara. Todas las partes del sistema y los reactivos se reemplazaron segliin su
estado funcional. El acceso a la cdmara para la alimentacion y limpieza se llevo
a cabo a través de una precamara sellada que permitia la introduccion de
material sin modificar las condiciones de la camara. Los ciclos de luz,
alimentacion y limpieza se mantuvieron uniformes para todos los grupos. Todos
los tratamientos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del Comité Etico
del Hospital Universitario Virgen del Rocio de acuerdo con la Normativa de la

Union Europea.

2.2. DMOG

La dimetiloxalilglicina (DMOG) es un compuesto utilizado como mimético quimico
de la hipoxia al producir la inhibicion de las prolil-hidroxilasas y dar lugar a la
estabilizacion de HIF1a en normoxia (Jaakkola, Mole et al. 2001). Los tratamientos
con DMOG (Frontier Scientific) se realizaron tanto en la linea BV2 como en
cultivos primarios. E1 DMOG se utilizé a I1mM en el caso de la linea celular, tal

como estd descrito en la literatura (Jaakkola, Mole et al. 2001) y 100 uM en los
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cultivos primarios, partiendo en ambos casos de un stock a 1 M en DMSO. El uso
de una concentracion menor para los cultivos primarios se realizd debido a la alta
toxicidad que el DMOG mostro tener sobre estas células a la concentracion de uso
habitual. Que esto sea consecuencia de la estabilizacion de HIF o un efecto directo
del DMOG sobre el metabolismo de las células esta siendo objeto de analisis por
parte de nuestro grupo. Los tiempos de exposicion variaron segun los diferentes
experimentos. Como control, en todos los experimentos se utilizaron cultivos a los

que se afiadi6 el mismo volumen de DMSO que el afiadido de DMOG.

2.3. M-CSF y GM-CSF

Ambas citoquinas (PeproTech) estdn descritas como moléculas que producen en la
microglia efectos antagonicos, siendo tanto el M-CSF como el GM-CSF
responsables en la polarizacion de macrofagos a fenotipos anti y pro-inflamatorio
respectivamente in vitro (Fischer, Bielinsky et al. 1993, Re, Belyanskaya et al.
2002). Para obtener poblaciones de microglia en ambos estados, los cultivos
primarios fueron llevados a cabo en presencia de ambas citoquinas. Las
concentraciones de uso del M-CSF y del GM-CSF fueron de 5 ng/mL y 10 ng/mL
respectivamente. Tras el tratamiento cronico de los cultivos con ambas citoquinas
caracterizamos los fenotipos de ambos cultivos mediante el analisis por RT-qPCR
de diferentes marcadores microgliales, entre ellos //-1f, Tnfo. como marcadores de
M1 (fenotipo pro-inflamatorio) y Argl(arginasa 1) y YmI( como marcadores de M2
(fenotipo de activacion alternativo) (Cherry, Olschowka et al. 2014).

2.4. BrdU

La bromodeoxiuridina (BrdU, Sigma) es un andlogo de la timidina que se incorpora
al ADN de células en proliferacion y que pude detectarse mediante técnicas de
inmunocitoquimica. El uso de este compuesto en cultivos primarios puede utilizarse
para calcular la tasa proliferativa de las cé€lulas in vitro. La concentracion de uso y la
duracion del tratamiento varia segun el tipo celular. El ensayo realizado en cultivos
primarios de microglia consistid en su adicion a los cultivos a una concentracion
final de 10 uM durante las 3 ultimas horas del tratamiento normoéxico, hipdxico o en

presencia de DMOG, que en el caso de este experimento fue de 24 horas.
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3. Preparacion de tejidos/Medida del HCT de los animales

Con el objetivo de confirmar que la exposicion a hipoxia y normoxia se llevd a cabo
correctamente medimos el hematocrito (HTC) de todos los animales. Para ello, en todos
los casos, los animales se anestesiaron de manera general e irreversible, con anestesia
parenteral. Se utilizd pentobarbital sddico (B. Braun Medical S.A) en suero fisioldgico
(Fresenius Kabi Espafia S.A) al 0,05% (relacion peso/volumen —p/v-) inyectado con
aguja hipodérmica de 25G, por via intraperitoneal, a la dosis recomendada en mg/kg de
peso corporal para cada especie (30-40 mg/kg, en el caso de raton). Como indicadores
de anestesia total se tomaron la ausencia de reflejo al dolor en cola y ojo. Los animales
fueron entonces fijados a un tablon con agujas y se extrajo sangre para las medidas del
hematocrito a partir de la auricula derecha siguiendo el siguiente procedimiento
quirurgico: tras la desinfectar con Etanol 70% (EtOH, Sigma), se cort6 la piel de forma
epigastrica, separandola del animal, tras lo que se hizo una incision horizontal
infracostal dejando la cavidad abdominal al aire. Tras esto se diseccion6 el diafragma
con cuidado de no dafiar ni pulmones ni corazdn, dejando la caja tordcica al aire,
seguida de la separacion de €sta exponiendo asi el corazdn. Se realizo una incision en la
auricula derecha, mientras que el corazon seguia latiendo y se recogié sangre venosa en
un capilar. Este fue sellado con plastilina y se centrifugé 5 minutos a 5000 rpm. Para
calcular el HTC, la longitud de la parte del capilar con materia sélida se dividio entre la

longitud total del capilar (las partes selladas con plastilina se excluyeron del calculo).

Tras la obtencion de la sangre los animales fueron decapitados con una guillotina. La
piel fue separada del craneo tras una incision por la linea media. Usando una gubia se
abrid el craneo desde el bulbo olfatorio y separando también por la linea media se
retiraron los huesos con cuidado alrededor de todo el cerebro. Tras esto se extrajeron los
cerebros completos con una espatula y se pusieron en placas de Petri con PBS 1x
(Gibco) a 4°C. Bajo la lupa SZX16 (Olympus) el cerebro se separd en dos mitades por
la linea media con una cuchilla. El hemisferio izquierdo se disecciond obteniendo
corteza, hipocampo y estriado que se congelaron por separado usando nitrogeno liquido
y guardandose posteriormente a -80°C para posteriores analisis moleculares de proteinas
y RNA. El tiempo total de cirugia hasta el almacenamiento se llevo a cabo en menos de

10 minutos tras confirmar la muerte del animal.
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Para la fijacion en parafina el hemisferio derecho se dej6 12 horas a 4°C en
paraformaldehido (PFA, Sigma) al 4% en PBS 1x. Tras esto las muestras fueron
transferidas a EtOH 70% hasta la inclusion en parafina 9 horas mas tarde. Los
hemicerebros se fijaron usando un protocolo uniforme llevado a cabo automaticamente
por un aparato de inclusion (ASP300S, Leica). Los bloques de parafina se guardaron a
4°C hasta su procesamiento completo. La obtencion de cortes de 20 um de grosor se

realiz6 por microtomo (RM2125RT, Leica).
4. Extraccion y andlisis de mRNA

Se determinaron los niveles de expresion de diferentes genes en los cultivos primarios y
en los hipocampos de los animales mediante qRT-PCR. El RNA se extrajo usando el
reactivo TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante, de forma directa
en el caso de los cultivos y con un homogenizador (Omni TH) en el caso de los
hipocampos. Las muestras de RNA se resuspendieron en H,O destilada suplementada
con dietil pirocarbonato (depc, Sigma) en una proporciéon volumen/volumen (v/v) de
1:10000 (H>O-depc), fria y estéril. EI RNA (0,5 png) fue tratado con DNasa libre de
RNasa (GE Healthcare) y retrotranscrita a cDNA usando la retrotranscriptasa reversa
SuperScriptll (Invitrogen) en un volumen final de 20 pl. La PCR en tiempo real se
realizd en un Sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7500 (Applied-
Biosystems) usando Master Mix de expresion génica Syber green o TagMan (Applied-
Biosystems). Los niveles de /18S' y Hmbs se utilizaron para normalizar las cantidades de
RNA. Los oligonucle6tidos o sondas utilizadas para el analisis de la expresion de los

diferentes genes se indican en la siguiente tabla (Tabla 2 y 3).

Sondas para qRT-PCR
Gen Referencia
Arg-1 Mm00475988 m1
Hmbs Mm00660262 gl
NpY Mm00445771 ml
Sms Mm00436671 m1
Tir-4 Mm00445273 ml
Tnf-a Mm00443258 ml
Ymli Mm00657889 mH
18s Mm03928990 gl

Tabla 2. Referencias de sondas utilizadas para el andlisis por qRT-PCR de la expresion de los distintos genes.
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Oligonucledtidos para Syber green

Gen Forward Reverse
Breal AGGCTTCCCCAGGTCGAA ACCTAGGCTGTCCTTCAAGGTG
Cer2 TTAGACCAGGCCATGCAGGT GCAGCAGTGTGTCATTCCAAGA
Cd33 GAGGCAGGAAGCGATCACAT GTGTATGGAACATCCTGGAGTCAC
Cd36 | TTGGAACAGAGGATGACAACTTCA CAGCTGCTACAGCCAGATTCAG
Gfap GCCACCAGTAACATGCAAGAGA TGCAAACTTAGACCGATACCACTC
Glutl GCTCTACGTGGAGCCCTA CACATCGGCTGTCCCTCGA
Hiflo AGATGACGGCGACATGGTTT AGCTCCGCTGTGTGTTTAGT
Hif2a TAAAGCGGCAGCTGGAGTAT ACTGGGAGGCATAGCACTGT
Hmbs | CCATACTACCTCCTGGCTTTACTATTG GGTTTTCCCGTTTGCAGATG
1-1P CCTGTGTAATGAAAGACGGCAC GATCCACACTCTCCAGCTGCA
Igf1 AAGTCCCCGTCCCGTCCCTATCGA CCTTCTCCTTTGCAGCTTCGT
Mif GCACAGTACATCGCAGTGCA CCGCTAAAAGTCATGAGCTGGT
P21 | CAGACCAGCCTGACAGATTTCTATC GCAGAAGACCAATCTGCGCT
Phdl | CGCTGCATCACCTGTATCTATTACC | CACCTTAACATCCCAGTTCTGATTC
Phd?2 TGACCGGCGTAACCCTCAT TGCGTACCTTGTGGCGTATG
Phd3 CAGACCGCAGGAATCCACAT CATCGAAGTACCAGACAGTCATAGC
Vegf CGCAAGAAATCCCGGTTTAA CAAATGCTTTCTCCGCTCTGA

Tabla 3. Secuencias de oligonucledtidos utilizadas para el andlisis por qRT-PCR de la expresion de los distintos genes.

5. Extraccion de proteinas
5.1. Tejido de raton

El peso hiimedo de los hemicerebros se determind previo a la extraccion. La
homogenizacién se realizd manualmente empleando un homogeneizador de tejidos
Dounce (Sigma) en un volumen de PBS 1x (Tampon PBS: 140 mM NacCl; 2,7 mM
KCI; 10 mM Na,HPOg; 1,8 mM KH,POy4, todos obtenidos de la casa Sigma, en H,O
destilada (H,O4); pH 7,4) 4 veces superior al peso del tejido, suplementado con
coctel de inhibidores de proteasas (Sigma, 1:1000) e inhibidores de fosfatasas
(Sigma, 1:100). Una alicuota se centrifugd6 10 minutos a 2000 g a 4°C y el
sobrenadante se guardd a -20°C y se usé posteriormente para analisis por western-

blot.

Para la obtencion de los extractos solubles los sobrenadantes se centrifugaron
primero a 600 g a 4°C para descartar células no lisadas, seguida de otra a 15000 g
para retirar grandes organulos. Por ultimo los sobrenadantes se sometieron a una

ultima centrifugacion a 100000 g a 4°C para descartar proteinas asociadas a
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membrana usando wuna ultracentrifuga Optima-Max (Beckman-Coulter). Las
fracciones solubles obtenidas se guardaron a -80°C hasta su uso. Los pellets
obtenidos en la ultracentrifugacion constituyen los extractos totales, que también se

almacenaron para su posterior analisis.

Para la preparacion de las muestras para ELISA, en el caso de los extractos totales,
los pellets se disolvieron con una solucién de guanidina 8,2 M HCI / 50 mM Tris
HCI dejando la guanidina a una molaridad final de 5 M, incubando 4 horas a
temperatura ambiente con volteos casuales. Tras la incubacion las muestras se

guardaron a -20°C.
5.2. Cerebros humanos

Las proteinas totales fueron obtenidas de muestras congeladas de tejido de
hipocampo humano tras extraccion secuncial del RNA y proteinas mediante
Tripure™ Isolation Reagent (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
pellets de proteinas se solubilizaron dejando en rotacion toda la noche a temperatura
ambient en una solucidon de SDS 4% (p/v), urea 8 M, Tris-HCl 40 mM, pH 7,4 en

agua destilada.
5.3. Cultivos celulares

Las proteinas de los cultivos se obtuvieron tras la lisis y homogenizacion con
TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los pellets de
proteinas se disolvieron en buffer de lisis celular estandar 1 pH 8.5 [30 mM Tris-
HCIl, 2 M thiourea, 7 M urea, 4% (p/v) CHAPS, todos de la casa Sigma, en H,O4]
mediante incubacion a temperatura ambiente durante 10 minutos, seguida de
centrifugacion a maxima velocidad a 4°C para descartar células no lisadas o restos

celulares, quedandonos so6lo con el sobrenadante que se guardo6 a -20°C hasta su uso.
6. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas de las muestras se realizd usando el sistema RCDC
protein assay kit (BIO-RAD) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la curva
estandar se utilizo albumina del suero bovino (BSA, Applichem). Se consideraron

aceptables coeficientes de correlacion de R2>0.997.
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7. ELISA AB1-42

El andlisis por ELISA de los niveles de AB1-42 humano en los extractos totales y
solubles en los cerebros de los ratones se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante (Invitrogen). De manera previa al ELISA, las muestras en guanidina 5 M se
diluyeron 1:50 en buffer de reaccion BSAT-DPBS (PBS 1X con 5% de BSA y 0.03 %
Tween-20) con inhibidores de proteasas (Invitrogen, 1:1000). Tras una centrifugacion a
16000 g durante 20 minutos a 4°C, el sobrenadante se retird cuidadosamente y se
mantuvo en hielo hasta su uso. Los extractos solubles se utilizaron directamente. Como
muestras para la recta patron se utilizaron diluciones seriadas de AB1-42 sintético

liofilizado.

8. Western Blot

Para la deteccion y cuantificacion de las distintas proteinas se realizd una electroforesis
en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, cominmente conocida como
SDS-PAGE (del inglés, SDS-polyacrylamide gel electroforesis) (Sambrook, Fritsch et
al. 1989). Se utiliz6 para ello el sistema Mini-PROTEAN® II Cell (BIO-RAD). La
concentracion de poliacrilamida (40% Acrylamide/Bis Solution, 29:1, 3.3% C, BIO-
RAD) de la parte separadora del gel fue del 8-12%, y la electroforesis se llevod a cabo a
200 V durante 40 minutos aproximadamente en buffer de electroforesis [25 mM Tris-
HCI (pH 8.3), 192 mM glicina (Sigma) y 0.1% SDS (BIO-RAD) en H,Oq4] utilizando el
sistema Mini-Protean (BIO-RAD).

En todos los casos, se partid6 de 20 pg de extracto total de proteina, previamente
desnaturalizada mediante una incubacién de cinco minutos en Buffer de carga [50,0
mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 % de glicerol, 0.8 % de SDS, 0,02 % de azul de bromofenol
(Amersham) y 0,01 % de beta-mercaptoetanol (Sigma), en H>Oq4], a una temperatura de
95°C. Una vez realizada la separacion electroforética de las proteinas, éstas se
transfirieron a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF Transfer membrane
Immobilon-P, Millipore) previamente activadas con metanol (Merck). Se utilizd un
sistema de transferencia semi-seco (Sigma) durante dos horas, en una solucion de 149
mM Tris; 1,2 mM glicina y 20% de metanol (v/v), en H,Oq4. El amperaje escogido
dependi6é de la superficie de la membrana, en funcion del calculo “cm2 x 1,2”.

Posteriormente, se procedid al bloqueo de la membrana, que se realizd6 en PBS Ix
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suplementado con Tween-20 (Sigma) al 0,1% (PBTween-20) y leche desnatada en
polvo al 5% (p/v) (Central lechera asturiana). Transcurridas dos horas, las membranas
se incubaron durante toda la noche a una temperatura de 4°C en solucidén bloqueante
junto con el anticuerpo primario, en camaras de incubacion. A continuacion, se lavaron
cuatro veces en PBTween-20 durante un total de veinte minutos (cinco minutos/lavado),
después de lo cual se incubaron una hora con el anticuerpo secundario en las mismas
condiciones que el anterior, pero esta vez a temperatura ambiente. Realizados los cuatro
lavados correspondientes con PBTween-20, se procedi6 al revelado por
quimioluminiscencia utilizando el kit Immun-Star™ WesternC™ Chemiluminescence
Kit (BIO-RAD) y el lector ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare). La fluorescencia
emitida se cuantifico mediante el programa informatico ImageQuant, y se correlaciono

directamente con la cantidad de proteina marcada.

Los anticuerpo primarios usados fueron anti-HIFlo (Cayman, 1:100), anti-HIF2o
(Abcam, 1:1000), anti-B-actina (Sigma, 1:5000), anti-APPa (IBL, 1:500), Anti-AB 82¢l
(IBL, 1:5,000) y anti-AB 6E10 (Signet, 1:6000). La deteccion de la sefal se realiz6
usando anticuerpos secundarios anti-rabbit y anti-mouse conjugados con HRP (Sigma.

1:10000 y GE Healthcare, 1:10000 respectivamente).
9. Dot Blot

Las fracciones solubles de los ratones APP/PS1 (1 pg) se colocaron sobre una
membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) y se secaron al aire durante 30 minutos.
Tras esto la membrana se incub6 toda la noche a 4°C en PBTween 20 con el anticuerpo
primario anti-AB fibrilar OC (Millipore, 1:5000). Los lavados, incubacion con el
anticuerpo secundario y la deteccion de la sefial se llevaron a cabo de igual manera al

western blot.
10. Analisis del ciclo celular

Las células de la linea celular BV2 fueron expuestas a normoxia, hipoxia, DMOG 1
mM o reoxigenacion (este Gltimo caso a 24 horas en hipoxia seguidas de 24 horas en
normoxia). Tras los tratamientos, se recogieron 1 x 10°, se centrifugaron a 500 g en frio,
se lavaron con PBS 1x, centrifugadas de nuevo y resuspendidas en EtOH 70% frio. Las

células se fijaron a 4°C toda la noche, centrifugadas y resuspendidas en 700 uL de
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FACS/EDTA [2 mg/ml BSA, 10 mM HEPES (Sigma), en medio L15 (Gibco) al 88%
(v/v), suplementado con 0,1% penicilina/estreptomicina (Gibco) y 5 mM EDTA
(Sigma)]. Tras la incubacion a temperatura ambiente durante 15 minutos, las células se
lavaron dos veces con 500 uL de FACS/EDTA y resuspendidas finalmente en 800 puL
del mismo buffer suplementado con 0.2 mg/ml de RNAsa A (Qiagen). Las muestras se
incubaron a 37°C en agitacion durante 1 hora y 30 minutos antes del analisis por
citometria de flujo, tras los que se afadieron 0.04 mg/ml de ioduro de propidio
(Calbiochem) y se incubaron a 4°C durante 15 minutos en oscuridad. Finalmente, las
células se resuspendieron en 500 pL. de FACS/EDTA. La citometria de flujo se realizod
en el aparato BD LSRFortessa'™ y la distribucion del ciclo celular fue analizada usando

el software BD FACSDiva™.
11. Ensayos de apoptosis

Las células BV2 se expusieron al igual que para los ensayos de ciclo celular a
normoxia, hipoxia y DMOG 1 mM. La muerte celular por apoptosis se determino,
mediante citometria de flujo, mediante el uso del kit (Immunostep) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La Anexina V es una proteina anticoagulante vascular que
posee una gran afinidad por la fosfatidilserina (PS). El analisis de la apoptosis realizado
se basa en el reconocimiento y union de la anexina a la PS. Esta ultima, se encuentra de
manera normal en el interior de la membrna plasmatica de las células, sin embargo, en
las células apoptoticas se transloca al exterior. De este modo, la Anexina unida a un
fluorocromo permite la identificacion de las células apoptoticas tras su union a la

fosfatidilserina localizada en su superficie celular.

No obstante, la Anexina V puede también reconocer a la PS en el interior de la célula si
la membrana plasmatica de estas no se encuentra intacta, caracteristico de células
necroéticas. Por lo que para diferenciarlas se afiadi6 el compuesto 7-AAD, colorante
capaz de unirse al DNA de las células necréticas. De este modo podemos diferenciar
entre células viables (sin marcaje para ninguno de los dos compuestos), células
apoptoticas tempranas (con marcaje solo para Anexina V), células apoptoticas tardias
(positivas para ambos marcadores) y células necroticas (positivas para ambos

marcadores o solo para el 7-AAD).
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12. Ensayos de migracion
12.1. Preparacion y uso de A oligomérico

El péptido AB (1-42) sintético liofilizado (Anaspec) se resuspendié y diluyd en
hexafluoro-2-propanol 1 mM (HFIP; Sigma) y se incub6 una hora a 4°C en mixer
rotatorio de microtubos para asegurarnos la monomerizacion del péptido. Tras esto,
el HFIP fue eliminado por evaporacion usando el sistema Speed Vacuum durante 30
minutos y se almacend a -80°C hasta su uso. De manera previa a su utilizacion, se
llevo a cabo la oligomerizacion del péptido mediante la resuspension del péptido en
DMSO durante 15 minutos a temperatura ambiente hasta una concentracion final de
5 mM seguido de su dilucion en PBS1x frio hasta una concentracion final de 100
uM. Finalmente, para oligomerizar el A3 y obtener ligandos difusibles derivados del
B-amiloide (ADDLs) vorteamos 30 segundos e incubamos toda la noche a 4°C en

mixer rotatorio (Lambert, Velasco et al. 2007, Querfurth and LaFerla 2010).

Para su uso y analizar el efecto del péptido sobre cultivos primarios y la linea BV2,

se usO a una concentracion final de 1 uM, en tratamientos de 24 horas.
12.2. BV2

El AB oligomerizado se afiadidé a placa de 24 pocillos (Nunc) a un 30-50% de
confluencia a una concentracion final de 10 uM y se incub6 en normoxia o hipoxia.
Tras 24 horas se tomaron fotos en contraste de fase usando un microscopio IX-71
(Olympus) a magnificacion 40x. La quimiotaxis se cuantificod calculando el
porcentaje de células en contacto con el A polimérico con respecto al total de
células (n=25 imdagenes cuantificadas por condicion en tres experimentos

diferentes.
12.3. Cultivos primarios

Los andlisis se realizaron mediante ensayo con camara boyden. Las células de
microglia fueron tripsinizadas con tripsina-EDTA 0.25% (Gibco) durante 5 minutos,
bloqueamos la tripsinizacion con medio completo y centrifugamos a 500 g durante 5
minutos y resuspendidas en medio condicionado para eliminar la tripsina. Se

sembraron 80.000 células en el compartimento superior de insertos (6,5mm de

Metodologia 44




13.

diametro) con una membrana de polycarbonato de 8um de poro en placa de 24
pocillos (Transwell Costar 3422; Corning Life Sciences, Lowell, MA). El medio
condicionado con o sin A oligomérico 1 uM o ATP (Sigma) 100 uM se afiadi6 al
compartimento inferior. Tras 24 horas las cé€lulas del compartimento superior se
retiraron con un descamador, seguido de un lavado del inserto con PBS1x y fijacion
en metanol 10 minutos a -20°C. Por tltimo se tifieron las células con Cristal violeta
al 0.1% (Sigma) diluido en metanol 20% (Merck) durante 20 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron tres veces con agua destilada y se dejaron secar hasta el
contaje. Las células en la cara inferior del inserto se contaron por microscopia en
contraste de fase (5 campos por condiciéon, n=3-16) usando microscopio IX-71

(Olympus) a magnificacion 20x.

Inmunocitoquimica

13.1. IBA1/GFAP/DAPI

Para comprobar la pureza de los cultivos primarios y analizar su viabilidad o
proliferacion en condiciones de hipoxia se realizaron ensayos de
inmunocitoquimica. Independientemente del anticuerpo el proceso fue el mismo
para ambos tipos de cultivo. Los cultivos se realizaron en well de 24 pocillos (Nunc)
sobre lamelas de cristal de 12 mm de diametro (Thermo Scientific) previamente
tratados con poly-L-lisina (Sigma) durante 16 horas a 37°C, lavados y esterilizados

en campana con luz ultra-violeta.

Tras retirar el medio y lavar una vez con PBS 1x (Gibco) las células se fijaron con
PFA 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de permeabilizacion
con PBS 1x con Triton (Sigma) al 0,5% durante 15 minutos. Los lavados se
realizaron usando PBS 1x con Triton al 0,1% (PBTriton 0,1%) durante 5 minutos en
agitacion suave usando agitador orbital (Heidolph). El bloqueo durante una hora y la
incubacion con los anticuerpos primarios durante toda la noche se llevo a cabo en en
PBTriton 0,1% suplementado con BSA al 1%, suero de cabra (Goat-Serum, Gibco)
al 10%. Al dia siguiente, tras los lavados, las células se incubaron con los
anticuerpos secundarios durante una hora en PBTritén 0,1%, seguido de 5 lavados
con PBTriton 0,1%. En el tercer lavado las células se incubaron con DAPI (Sigma,

1:1000) durante 10 minutos para tefiir los nticleos. El montaje de las lamelas se
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realiz6 sobre portas con el medio de montaje Fluoromont (Fluorescent Mounting

Medium, DAKO) y se dejaron secar toda la noche.

13.2. BrdU/IBA1/DAPI

La inmuno frente a BrdU se realizé siguiendo el protocolo anterior modificado. Tras
la fijacion y permeabilizacion, el ADN fue desnaturalizado tratando las células 15
minutos con HCI 2 M seguido de tres lavados rapidos con PBS 1x y 15 minutos con
borato sodico (Sigma) 0.1 M pH 6,8 para inactivar la accion del clorhidrico. Tras

esto continuamos la inmuno siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

Los anticuerpos y las concentraciones de uso fueron las siguientes: anti-Ibal (Wako,
1:400); anti-GFAP (Sigma, 1:2000); anti-BrdU (Abcam, 1:250). Los anticuerpos
secundarios fluorescentes fueron anti-mouse, anti-rabbit y anti-rat AlexaFluor 568 y

488 (Invitrogen, 1:800).

14. Inmunohistoquimica

Todas las secciones fueron desparafinadas con la ayuda de xileno, una serie de
concentraciones decrecientes de EtOH y por ultimo agua (2xEtOH 100% 5 minutos,

EtOH 90% 5 minutos, EtOH 70% 5 minutos, 3xH,O destilada en un total de 5 minutos).

14.1. Tincion de Ap1-42

Se utilizaron dos métodos diferentes para la tincion de placas de AB. Por un lado se
realiz6 una aproximacion basada en anticuerpos considerando varias técnicas de
optimizacién. La segunda aproximacion incluy¢ el reactivo Tioflavina-S (Thio-S)

como se describira mas tarde.

En el caso del anticuerpo frente al péptido AB (rabbit polyclonal AB1-42,
Calbiochem), tras la desparafinizacion eliminamos la actividad peroxidasa
remanente incubando con H,O, al 3% durante 30 minutos seguido de 2 lavados de 5
minutos con H,O destilada y uno con PBS 1x 5 minutos. Tras lo cual llevamos a
cabo la recuperacion antigénica mediante incubacion en acido formico al 99%
durante 3 minutos, seguido de otro paso de lavados. Posteriormente, las rodajas se

bloquearon con leche desnatada al 5% en PBS 1x durante una hora a temperatura
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ambiente. Tras esto se afiadio el anticuerpo primario diluido a 1:100 en solucion de
bloqueo y se dejoé incubando toda la noche a 4°C. Al dia siguiente y tras una serie
de lavados en PBTriton 0,1%, incubamos el anticuerpo secundario (IgG goat anti-
rabbit, DAKO) en solucion de bloqueo durante una hora a temperatura ambiente en
una camara htimeda. Tras otro lavado con PBTriton el revelado se llevd a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante del kit EnVision+System-HRP (DAKO)
usando el cromogeno DAB. Tras dos minutos de exposicion al cromogeno
inactivamos con un lavado adicional. Las secciones se montaron con un medio de

montaje acuoso (DAKO), dejando secar selladas con laca de uifias incolora.

14.2. Tincion de Ibal

La tincion inmunohistoquimica se realizé siguiendo los mismos pasos que en la
tincion AB con modificaciones. En este caso, la recuperacion antigénica se llevo a
cabo incubando en acido citrico 10 mM (pH 6) a 95°C durante 20 minutos seguidos
de 45 minutos a 4°C. Tras el bloqueo, incubamos con el anticuerpo primario (Ibal,
polyclonal rabbit, Wako) durante una hora en solucion de bloqueo. Los lavados,
incubacion con anticuerpo secundario, revelado fueron iguales a los de la tincioén

AB, a excepcion de la incubacion con el cromégeno, que fue de 4 minutos.

14.3. Neu-N, Ubiquitina (UB) y Tau fosforilada (P-Tau)

En estas tres tinciones inmunohistoquimicas tras la rehidratacion la recuperacion
antigénica se llevo a cabo incubando en acido citrico 10mM (pH 6) a 95°C durante
20 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Tras unos lavados en H,O
destilada se elimind la actividad peroxidasa remanente incubando con H,O, al 3%
durante 30 minutos seguido de 2 lavados de 5 minutos con H,O destilada y uno con
PBS 1x 5 minutos. Tras esto se bloqued durante una hora a temperatura ambiente
con BSA 1%, Donkey Serum 5% en PBTritén 0,2% y se incubo con los anticuerpos
primarios toda la noche a 4°C diluidos en PBS 1x con BSA al 1% y Donkey Serum
al 5% (Sigma). La segunda parte de la inmuno se realiz6 de igual forma que para la
tincion de AB pero utilizando PBS 1x en lugar de PBTriton. Los tiempos del
cromédgeno variaron segun el anticuerpo, siendo de 2 minutos para Neu-N, 5
minutos para ubiquitina y 5 minutos para P-Tau. Tras el revelado con DAB y hacer

un par de lavados con PBS 1x, los placas se contra-tifieron con Tioflavina-S para la
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15.

visualizacién de las placas siguiendo el protocolo que se describira mas tarde. El
montaje se realizd usando medio de montaje Fluoromont (Fluorescent Mounting

Medium, DAKO) y se dejo secar.

La concentracion de los anticuerpos fue para Neu-N de 1:1000 (Millipore), para

anti- ubiquitina de 1:400 (DAKO) y para anti-P-Tau de 1:500 (Pierce).

14.4. Ki167/Ibal

El protocolo que se siguid fue el mismo que para Neu-N, ubiquitina o P-Tau, pero
en este caso KI67 se reveld6 mediante DAB e Ibal por fluorescencia. Para ello, ya
que los anticuerpos primarios estdn producidos en distintas especies, la incubacioén
de ambos se realizd al mismo tiempo, sin embargo en el segundo dia incubamos
primero con el anticuerpo secundario Anti-mouse de DAKO para KI67, y tras
revelar 5 minutos con DAB y aplicar 2 minutos CuSO4 para potenciar la senal,
lavamos y procedimos a incubar con el secundario fluorescente Anti-rabbit
AlexaFluo (Invitrogen, 1:400) frente a Ibal durante una hora a temperatura

ambiente. Tras los lavados contra-tefiimos las placas con Tioflavina-S y montamos.

La concentracion de los anticuerpos fue para KI67 de 1:300 (BD) y para IBA1 de
1:400 (Wako).

14.5. GFAP

La inmuno para GFAP (Sigma, 1:1000) se realiz6 siguiendo el mismo protocolo que
la anterior, pero en este caso al tratarse de una inmuno de fluorescencia
exclusivamente no fue necesario el revelado con sistema EnVision+System-HRP.
En el segundo dia, tras los lavados, incubamos con el secundario anti-mouse
AlexaFluo (Invitrogen, 1:500) durante una hora seguido de lavados, contra-tincion

de placas con Tioflavina-S y montaje.

Tinciones de cortes de tejido

15.1. Tincion Tioflavina-S (Thio-S)

El reactivo fluorescente Tioflavina-S (Sigma) reacciona con las estructuras lamina

B3, por lo que reconoce las placas de AB asi como los ovillos neurofibrilares (NFT).
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Los vasos muestran una alta auto-fluorescencia bajo este tipo de tincion debido a
propiedades desconocidas, lo cual limita su uso para andlisis cuantitativos, aunque
sin embargo es efectivo para procedimientos de tincion doble. Tras llevar a cabo el
lavado de las rodajas pre-tefiidas estas se incubaron con Tioflavina al 0.05% en
EtOH 50% durante 8 minutos en oscuridad. Posteriormente las rodajas se trataron 3
veces con EtOH 80% durante 10 segundos para eliminar un posible fondo de auto-
fluorescencia, seguido de un lavado similar con H,O destilada. Para el montaje se
utilizé medio de montaje para fluorescencia (DAKO). La sefial se observo bajo luz

UV.

15.2. Lectina de tomate

La lectina de tomate es una proteina obtenida del tomate (Lycopersicum
esculentum) con una afinidad especifica por los residuos del azicar poli-N-acetil
lactosamina, que se encuentra en la membrana plasmatica y en el citoplasma de la
microglia. Tras la rehidratacion y la recuperacion antigénica, las secciones se
incubaron una hora a 37°C en presencia de la lectina de tomate (Vector, 1:400),
seguida de incubacion con estreptavidina conjugada con fluoréforo Cy3 (Jackson,
1:500) durante dos horas a temperatura ambiente. Por Ultimo, las secciones se

lavaron en PBS 1x, sobre tifieron con Tioflavina-S y montadas en Fluoromont.

15.3. Tincion Prussian.

Este compuesto tifie el hierro férrico, y por tanto, la hemoglobina de los globulos
rojos. De este modo mediante esta técnica puede ser analizada la presencia de
hemorragias. Se analizé asi, si bajo las condiciones de tratamiento se produce una
rotura excesiva de vasos. Tras la desparafinacion y rehidratacion de las secciones,
estas fueron tefiidas durante 20 minutos con una solucion hecha a partes iguales con
una solucién acuosa de acido clorhidrico al 20% y otra de ferrocianida potasica al
10% (Protocolo obtenido de IHCworld). La contra-tincion se realizd con nuclear

fast red (Sigma) durante 5 minutos.

Metodologia 49




15.4. Tincion Hematoxilina/Eosina.

Con el objetivo de evaluar cambios estructurales bajo el tratamiento, especialmente
angiogénesis, empleamos Hematoxilina y Eosina de Harry (Accustain, Sigma)

siguiendo el procedimiento estandar.

16. Cuantificaciones de los ensayos inmunocitoquimicos

Las lamelas que contenian los cultivos primaries de microglia tefiiddas con
IBA1/BrdU/DAPI fueron fotografiadas completamente usando el sistema newCAST.
Para la cuantificacion se realio el contaje de cé€lulas positivas para los tres marcadores

de manera manual cubriendo la imagen completa.

17. Cuantificacion de los ensayos inmunohistoqimicos

Para la estimacion de la carga de placas Tioflavina-S positivas, la carga de ubiquitina, el
numero de microglia asociada a placas, el area de placa cubierta por IBA1 o P-Tau, y el
numero de células microgliales positivas para KI67 se seleccionaron hipocampo y
corteza en dos puntos Bregma especificos de 4 animales independientes. A partir de
estas secciones, una vez tefildas, se generd una super imagen conteniendo el
hemicerebro completo mediante el Sistema newCAST, analizdndose la corteza y el

hipocampo de estas secciones completamente (no tomando muestras randomizadas).

La carga Tioflavina-S y de ubiquitina fue estimada usando el programa Imagel
(National Institutes of Health, USA). Esta carga fue definida como el porcentaje del
area total del ceebro analizada cubierta o tefiida para estos dos marcadores. El nimero
de placas fue normalizado al 4rea de muestra. Para la cuantificacion del numero de
microglia asociada a placa, las placas en un area de muestreo fueron randomizadas
sistematicamente, y la microglia alrededor de ellas contada basandonos en el marcaje
IBA1 maés contra-tincion hematoxilina. Tras esto, las placas se analizaron de forma
separada para calcular su area mediante ImageJ. Para estimar el porcentaje de placas
Tioflavina-S cubiertas por marcaje P-Tau o IBAIl, se tifieron secciones de forma
separada para estos dos marcadores y se contra-tifieron con Tioflavina-S. Las placas se
seleccionaron de manera azarosa por la tincion Thio-S, y el area Thio-S, P-Tau o IBAI
fue estimada mediante el uso de Imagel. Los resultados se presentan como porcentaje

de area IBA1 o P-Tau por area de placas de AB.
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Para evaluar el numero de células de microglia usamos una aproximacion estereoldgica
imparcial usando un microscopio Olympus BX61 y el sistema CAST con un area de
diseccion de 28.521,3 um?. El giro dentado fue escogido como 4rea de muestreo. El
area de muestra fue manualmente delimitada y el area total analizada mediante el

software CAST.
18. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media mas el error estandar si se ajustan a una
distribucién normal (test Kolmogorov-Smirnov). Los datos que presentaron una
distribucién no normal se representaron usando diagramas de caja. Cuando las muestras
presentaron una distribucion normal, la comparacion entre dos grupos se analizo
mediante prueba t de Student (de dos colas) y la comparacion entre varios grupos se
realizd mediante andlisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido de test de Tukey.
El analisis univariante de la varianza se empled cuando fue requerido, seguido prueba
de Bonferroni. Se consider6 como estadisticamente significativo un p < 0.05. Cuando
las muestras no se ajustaron a una distribucion normal, se emplearon test no
paramétricos (Kruskal-Wallis). El software uilizado para el andlisis estadistico fue el

SPSS.
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Estudio de la respuesta de la microglia a la hipoxia

Para el analizar el efecto de la hipoxia sobre la microglia, se llevé a cabo un estudio
basado en diferentes aproximaciones experimentales sobre dos modelos in vitro.
Partiendo del efecto que la hipoxia tiene sobre las células mieloides se estudid si los
bajos niveles de oxigeno tienen alguna consecuencia sobre la proliferacion,
supervivencia o la capacidad quimiotactica de la linea celular microglial murina BV2,
que ha mostrado ser un buen modelo para el estudio de los mecanismo moleculares

implicados en estos procesos (Choi, Lim et al. 2009, Stansley, Post et al. 2012).
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Figura 5. La hipoxia y el DMOG producen una parada del ciclo celular en la linea BV2. A, Analisis del ciclo
celular mediante citometria de flujo usando loduro de propidio (IP) en células BV2 expuestas a normoxia (N: 21%
0, 48 horas, panel izquierdo), hipoxia (H: 1% O,, 48 horas panel central), o reoxigenacion (R: 24 horas H and 24
horas N panel derecho). El pico azul oscuro corresponde a la fase GO/G1, la fase en azul, y G2 en azul claro. B,
Cuantificacion de los porcentajes de células encontrados en las diferentes fases en A (n = 3). C, Cuantificacion del

porcentaje de células en las distintas fases al tratar las células con DMOG 1 (D: 1 mM, 24 horas).

La exposicion de estas células a hipoxia moderada (de 4 a 48 horas al 1% de O,) tuvo
como resultado una parada en la proliferacion y por tanto del ciclo celular. Para
cuantificar el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo se realizé un analisis

por citometria de flujo mediante incorporacion de ioduro de propidio. De este modo se
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observd un claro descenso de nimero de células en las fases S y G2, encontrandose la
mayor parte de ellas en GO/G1 tras 24 horas en hipoxia (Figura 5a y 5b). Esta respuesta
se mantuvo en el tiempo puesto que se obtuvieron los mismo porcentajes tras 48 horas
en hipoxia (Figura 5c). Asi mismo, se observd que se trata de un proceso reversible, ya
que se recuperaron los porcentajes normales al exponer las células a 24 horas de
normoxia tras las 24 horas de hipoxia (Figura 5¢). Sin embargo, esta dramatica parada
del ciclo celular no se observo cuando las células fueron expuestas a hipoxia breve (4
horas) (Datos no mostrados). El tratamiento de las células con el inhibidor no especifico
de las PHDs dimetiloxalilglicina (DMOG) a una concentracion final de 1 mM durante
24 horas mimetiz6 el efecto de la hipoxia, indicando que la regulacion de la

proliferacion podria ser dependiente de prolil-hidroxilasas (Figura Sa).
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Figura 6. El DMOG induce apoptosis en la microglia. Analisis de la incorporacion de Anexina V (Annexin V)
y looduro de propidio (PI) en células BV2 tras 24 horas en normoxia (panel superior izquierdo), hipoxia
(panel superior derecho) y DMOG 1 mM (panel inferior izquierdo). También se representa la cuantificacion de

los porcentajesde células en cada estado (panel inferior derecho).
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Por otro lado, se realiz6 un andlisis de la viabilidad de la microglia mediante citometria
de flujo basado en la incorporacion de Anexina V (Figura 6a). La cuantificacion de las
células mostrd un incremento de la apoptosis en hipoxia (Figura 6b), siendo mucho

mayor cuando las células fueron tratadas con DMOG 1 mM.
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Figura 7. La hipoxia y el DMOG producen una parada de la proliferacion en cultivos primarios de microglia. A,
Imagenes representativas de la proliferacion en cultivos primarios de microglia. La incorporacion del marcador de
proliferacion BrdU se muestra en verde, IBAl en rojo, y los nucleos en azul (DAPI). Los cuadrados blancos
muestran una magnificacion de los cuadrados delimitados por una linea blanca discontinua. Las flechas blancas
indican nucleos de microglia BrdU+ y las amarillas indican marcaje BrdU no nuclear La barra de escala es de 100
um y de 25 um en las magnificaciones.Los cultivos fueron expuestos a normoxia (N: 21% O, 24 horas, paneles
izquierdos) o hipoxia (H: 1% O,, 24 horas, paneles derechos) e incubados con BrdU 10 uM las ultimas 3 horas B,
Cuantificacion del numero de microglia positiva para BrdU en A, y tras 24 horas en presencia de DMOG (D, 0.1
mM (n =4). **p < 0.01 (Prueba T de Student).

Tras realizar esta observacion en la linea celular BV2, se desarroll6 otra aproximacion
diferente para extender estos resultados a cultivos primarios de microglia de raton.

Debido a la baja tasa de proliferacion basal de estos cultivos, el analisis del efecto de la
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hipoxia sobre la proliferacion se llevd a cabo mediante la estimacion de la replicacion
del DNA por incorporacion de BrdU, observando que tras 24 horas tanto en hipoxia
como en presencia de DMOG se produce una drastica reduccion del nimero de
microglia con nucleos positivos para BrdU, y por tanto de la tasa de proliferacion
(Figura 7). Si hay que destacar que en las células tanto en hipoxia como en presencia de
DMOG se observa un claro marcaje BrdU no nuclear que podria ser resultado de
procesos de autofagia. En este sentido, seria interesante realizar experimentos dirigidos
a estudiar este efecto. De cualquier modo, este resultado junto al observado en la linea
BV2 confirma que la hipoxia da lugar a una parada de la proliferacion in vitro en la
microglia, del mismo modo que en otros tipos celulares (Koshiji, Kageyama et al.

2004).

Microglia Astrocitos

Control

DMOG

Figura 8. El DMOG no afecta a la viabilidad de los astrocitos. Imagenes representativas de cultivos de
microglia (paneles izquierdos) y astrocitos (paneles derechos) en ausencia y presencia de DMOG 1 mM
obtenidas mediante inmunocitoquimica. IBAI en rojo, GFAP en verde y DAPI en azul. Se observa como tras 24

horas en presencia del DMOG se produce una clara afectacion de la microglia y no de los astrocitos.

Hay que puntualizar que la concentracion de uso del DMOG en los cultivos primarios
fue de 100 uM, ya que los cultivos primarios mostraron alta sensibilidad y toxicidad a la
concentracion de uso habitual, observandose una clara muerte celular tras 24 horas en
presencia de este inhibidor (Figura 8). La causa de esta alta sensibilidad al DMOG en

los cultivos de microglia, tanto primarios como en la linea BV2 est4 siendo analizada.

Resultados 56




En el caso de los astrocitos la viabilidad no se vio afectada ni por la hipoxia ni por el
DMOG, por lo que este efecto parece ser especifico de la poblacion microglial (Figura

8).

Ha sido descrito que la hipoxia da lugar a una inhibicién de la quimiotaxis en
macréfagos (Turner, Scotton et al. 1999, Bosco, Puppo et al. 2006), por lo que se quiso
averiguar si la exposicion a bajos niveles de oxigeno provoca el mismo efecto sobre la
microglia. En este caso, también se llevaron a cabo dos aproximaciones experimentales
distintas. La linea BV2 fue expuesta durante 24 horas a normoxia e hipoxia en presencia
de AB polimérico en el medio. Tras lo cual se cuantifico del total de células presentes el
porcentaje de células en contacto con los agregados de AB, observando una clara

reduccion en los cultivos hipoxicos (Figura 9).
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Figura 9. La hipoxia da lugar a una reduccion de la quimiotaxis de la linea BV?2 hacia el Af. A, Imagenes de
contraste de fase de células BV2 en contacto con Af polimérico (triangulos negros) tras 24 horas en normoxia (panel
izquierdo) o hipoxia (panel derecho). La barra de escala es de 50 um. B, Cuantificacion del porcentaje de células
respecto al total en contacto con en normoxia (N, columna gris) e hipoxia (H: 1% de O,, columna azul) (n = 25
imdgenes cuantificadas por condicion obtenidas de tres experimentos distintos) ** p < 0.01, * p < 0.05 (Prueba T de

Student).

En cuanto a los cultivos primarios, el efecto de la hipoxia sobre la quimiotaxis se
analizd mediante el uso de un ensayo Boyden modificado. De este modo se analizo el
efecto de la hipoxia sobre la capacidad quimiotactica de la microglia hacia el A y el
ATP, compuestos descritos como quimioatrayentes para este tipo celular en estudios
previos (Honda, Sasaki et al. 2001, Huang, Yen et al. 2010), observando una clara
reduccion del nimero de células atraidas tras 24 horas de hipoxia, por lo que parece que
la afectacion de la quimiotaxis de la microglia por la hipoxia ocurre de manera no

especifica (Figura 10). Este mismo efecto fue reproducido en presencia de DMOG por
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lo que al igual que en otros tipos celulares las PHDs parecen controlar tanto el ciclo
celular como la quimiotaxis en la microglia (Koshiji, Kageyama et al. 2004, Walmsley,
Print et al. 2005). Futuros estudios de silenciamiento seran necesarios para profundizar

en el papel que HIF o las distintas PHDs tienen en cada una de estas funciones de la
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Figura 10. La hipoxia da lugar a una reduccion de la quimiotaxis en cultivos primarios. A, Imdgenes ensayo con
camaras Boyden ilustrando la migracion de la microglia en diferentes condiciones experimentales. La barra de
escala es de 100 um. B, Cuantificacion del indice quimiotactico de las células hacia el Ay el ATP tras 24 horas en
normoxia (N, columnas grises) o hipoxia (H:1% de O, columnass). (n > 6 trasnwell de al menos 3 experimentos
independientes). ** p < 0.01, * p < 0.05 (Prueba T de Student). El indice quimiotactico se calcula dividiendo el
numero de células que migran en presencia del quimioatrayente por el numero de células que lo hacen en ausencia

de este.

El analisis molecular de la respuesta a hipoxias cortas (6 horas al 1 % de O2) de
cultivos primarios de microglia reveldo una estabilizacion de HIFla menor que la
observada en astrocitos, y la ausencia de estabilizacion de HIF2a, a diferencia de lo que
ocurre en astrocitos (Figura 11a). Ambos resultados sugieren que la regulacion de la
respuesta a la hipoxia o su dindmica en este tipo celular difiere de los mecanismos de
respuesta tipicos. Asi mismo, se observé una sensibilidad mayor de la microglia al
DMOG, estabilizando HIFla a concentraciones menores que las de uso normal y
presentando una respuesta exacerbada al analizar tanto por Western blot los niveles de
HIFla (Figura 11a), como por qRT-PCR los niveles de expresion de genes dianas de
este factor, tales como Glutl, Phd2 y Phd3 (Figura 11b). Destacd la elevada

sobreexpresion de Phd3 en presencia de DMOG en microglia con respecto a astrocitos.
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Esta enzima es responsable de la hidroxilacion de HIF para su degradacion en
condiciones de hipoxia como mecanismo de retroalimentacidon negativo, una vez que
HIF ya ha iniciado la respuesta adaptativa a la hipoxia (del Peso, Castellanos et al.

2003).
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Figura 11. La microglia muestra una fuerte estabilizacion de HIFla al incubarlas en presencia de DMOG. A,
Imagen de un Western Blot representativo que muestra los niveles de HIFla y HIF2o en cultivos primarios de
microglia y de astrocitos expuestos a normoxia (N), hipoxia (H; 1% 02), o DMOG (D, 0.1 mM o 1 mM) durante 6 h.
Como control de carga se uso la f3-act. B, Niveles relativos de mRNA (u.a. unidades arbitrarias) de los genes diana
de HIFla Phd3, Phd2 y Glutl estimados mediante qRT-PCR en ambos tipos de cultivos tras el tratamiento con
DMOG 0.1 mM o 1 mM durante 6 horas(n = 3). Como control endogeno se utilizo el Hmbs.

La alta expresion de esta PHD por la microglia en condiciones de hipoxia, mucho
mayor en presencia de DMOG, unida a la apoptosis observada en ambas condiciones,
especialmente en los cultivos tratados con DMOG, sugiere un posible papel esencial de
esta enzima en la supervivencia de la microglia. Para evaluar el papel de la PHD3 en la
adaptacion a la hipoxia de la microglia realizamos cultivos primarios a partir de ratones
Phd3™". Tras el aislamiento observamos una reduccién importante del namero de
células en comparacion con los cultivos silvestres (Figura 12a y b). Sin embargo no se

observaron diferencias con respecto a los controles al exponer estos cultivos a hipoxia o
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Silvestre

Mutante

tratarlos con DMOG (Figura 12c). Cultivos de microglia a partir de ratones mutantes
heterocigotos para la PHD2 con un alelo nulo para esta enzima mostraron el mismo
fenotipo que los PHD3, presentando una reduccion similar en el niimero total de células
en condiciones normales con respecto a los animales silvestres (Figura 12a y b). No se
observaron diferencias en cultivos realizados a partir de ratones KO y silvestres para la
PHDI1 (Figura 12a y b). Las dos primeras enzimas son las principales involucradas en el
control de la estabilizacion de la proteina HIFla, por lo que seria muy interesante

profundizar en el papel de este factor sobre la microglia.
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Figura 12. La ausencia de PHD2 o PHD3 afecta a los cultivos de microglia. A, Imagenes representativas obtenidas
mediante inmunocitoqumimica de cultivos de microglia de ratones silvestres o mutantes para las PHDs [Egln2—/—
(PHDI), Eginl+/-~ (PHD2), or Egin3—/- (PHD3)] usando IBAIl (rojo), GFAP (verde) y DAPI (azul).B,
Cuantificacion del porcentaje de células presentes en cada mutante (columnas verdes) respecto a su control
(columnas grises). C, Cuantificacion del porcentaje de células en los cultivos mutantes para PHD3 con respecto a
los silvestres tras 24 horas en normoxia (nmx), hipoxia (hpx) y DMOG 0.1 mM (DMOG) ** p < 0.01; n.s. diferencia
no significativa (Prueba T de Student).
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Debido a que los cultivos primarios de microglia se basan en un método agresivo, y
como consecuencia dan lugar a una alta muerte neuronal, suponen un ambiente pro-
inflamatorio para la microglia. Los resultados observados también podrian sugerir que
la PHD2 y la PHD3 juegan un papel importante en el proceso de adaptacion y
diferenciacion de la microglia hacia un fenotipo pro-inflamatorio, algo descrito en el
caso de PHD3 en macréfagos (Escribese, Sierra-Filardi et al. 2012). Seran necesarios
futuros estudios para dilucidar dicho papel asi como el del factor HIFla en dicho

Pproceso.

Analisis del efecto de la combinacion de hipoxia cronica y la patologia de Alzheimer

sobre la microglia in vivo

Estudios con modelos animales han descrito que con el desarrollo de la patologia de
Alzheimer se produce un incremento en el nimero de células microgliales en el cerebro
asi como una quimiotaxis de estas células hacia las placas de A3 (Bondolfi, Calhoun et
al. 2002, El Khoury, Toft et al. 2007, Meyer-Luehmann, Spires-Jones et al. 2008,
Kamphuis, Orre et al. 2012, Serrano-Pozo, Muzikansky et al. 2013). Es por esto que, en
base a los resultados obtenidos in vitro, dichos modelos podrian constituir un buena
herramienta para estudiar el efecto de la hipoxia sobre la microglia in vivo. A partir de
los estudios epidemiologicos descritos en la introduccion y con el objetivo de analizar el
efecto que la hipoxia tiene sobre la EA, y si este se debe a un efecto de la hipoxia sobre
la microglia, se expuso a normoxia o hipoxia cronica (20 % y 9 % de O, durante 20 dias
respectivamente) un modelo de ratén de Alzheimer en fase inicial (8 meses de edad) y
en fase avanzada (14 meses de edad) del desarrollo de la enfermedad, asi como
animales control sin modificacion genética. Es importante resaltar que esta exposicion
se llevd a cabo en un incubador especialmente habilitado para animales, con un control

preciso de la atmosfera, temperatura y humedad.

Lo primero que se analiz6 tras el sacrificio de los diferentes grupos de animales fue el
hematocrito para evaluar el efecto sistémico de la hipoxia. La hipoxia produjo un claro
incremento del hematocrito que no se vio afectado en ningin caso por el genotipo (sin
diferencias entre animales control y animales transgénicos) o por edad (8 meses versus
14 meses de edad) (Figura 13a). También se evalud la presencia de microinfartos o
hemorragias cerebrales en los animales hipdxicos mediante tincion con Prussian Blue,

que reconoce los grupos hemo de las células rojas sanguineas. De este modo se observo
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que la rotura de vasos y la consecuente salida de células rojas al tejido s6lo se produjo
de forma marginal en los animales hipoxicos y estuvo restringida al bulbo olfatorio y a
pocas regiones del hipocampo (Figura 13b), por lo que se pudieron descartar la

generacion de eventos isquémicos de importancia en los ratones expuestos a hipoxia.

>

Hematocrito (%)

WT EA WT EA WT EA WT EA
8 14 8 14
N H

Normoxia Hipoxia

Figura 13. La hypoxia crénica provoca un aumento del hematocrito y no provoca isquemia generalizada en el
cerebro. A, Cuantificacion de los niveles de hematocrito en los animales silvestres (WT) y con EA expuestos a
normoxia (N: 21% O,, columnas grises) o hipoxia (H: 9% O,, columnas azules) durante 20 dias. Los datos se
presentan como la media + SEM (desviacion estindar) (n =3-7 animales por grupo) Los asteriscos representan
diferencias significativas de los animales expuestos a hipoxia con los de normoxia. ** p <0.01 (andlisis univariante

de la varianza). B, Imagenes representativas del hipocampo de estos animales tefiidos con Prussian Blue tras la

exposicion a normoxia o hipoxia.

Para evaluar el efecto de la hipoxia sobre la microglia en el cerebro de los ratones se
llevé a cabo un andlisis inmunohistoquimico frente a este tipo celular utilizando el
marcador IBA1. La tincion reveld que con el desarrollo de la enfermedad se produce un
incremento del nimero de células microgliales en el hipocampo de los ratones
transgénicos, siendo mayor en los animales de 14 meses que en los de 8, sin embargo en

los ratones expuestos a hipoxia este incremento fue claramente inferior (Figura 14a).
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Figura 14. La hipoxia produce una reduccion de la densidad microglial. A, Imdgenes representativas de secciones
de hipocampo de los ratones con EA de 8 (8m) y 14 meses (14m) de edad expuestos a normoxia (20 dias al 9%) o
hipoxia cronica (20 dias al 9%) obtenidas mediante tincion inmunohistoquimica frente a IBAI. La barra de escala
es de 100 um. B, Cuantificacion del numero de células microgliales (IBAl1+) en el hipocampo de los animales
expuestos a normoxia (N, columnas grises) o hipoxia (H, columnas azules). ** p < 0.01; n.s. diferencias no
significativas (mediante ANOVA aplicando el test de Tukey). C, Niveles relativos de mRNA del marcador de
microglia Ibalobtenidos mediante gRT-PCR del RNA extraido del hipocampo de los animales de 14 meses con EA
expuestos a normoxia (columna gris) o hipoxia.(columna azul). Como control endogeno se analizaron los niveles de

Gapdh (n = 3 — 4 animales). ** p < 0.01 (Prueba T de Student).

A 8 meses de edad no se observaron diferencias significativas en el nimero de células

microgliales entre los animales expuestos a normoxia o hipoxia, ni en los transgénicos
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ni el los animales silvestres, aunque se observd una tendencia de pérdida de células
IBA1+ en los ratones transgénicos de hipoxia (Figura 14a y 15). Sin embargo, si se
observo una clara tendencia a la reduccion del numero de células IBA1+ en el
hipocampo de los animales de 14 meses, tanto silvestres como transgénicos. Este
descenso fue altamente significativo en los animales transgénicos (Figura 14a). Para
confirmar este resultado, se cuantificaron por qRT-PCR los niveles de expresion de
Ibal a partir del RNA extraido del hipocampo de los ratones transgénicos de 14 meses,
observando un claro descenso en los animales hipoxicos al compararlos con los

animales expuestos a niveles normales de oxigeno (Figura 14b).

A 8m 14 m

Normoxia

Hipoxia

Microglia IBA1+

N H NH
8m 14m

Figura 15. La microglia no se afecta por la hipoxia en los animales silvestres. A, Rodajas de hipocampo tefiidas
con el anticuerpo frente a IBAI de animales silvestres de 8 (8m) y 14 meses(14m) expuestos a normoxia (21% O,) o
hipoxia (9% O,) durante 20 dias. La barra de escala es de 100 um. B, Cuantificacion de microglia (células IBA1+)
en el hipocampo de los animales expuestos a normoxia (N, columnas grises) o hipoxia (H, columnas azules) (n = 4,

de al menos 4 animales). n.s. diferencias no significativas (mediante ANOVA aplicando el test de Tukey).
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Un andlisis en profundidad de las regiones de hipocampo y corteza reveld que en los
animales de 14 meses expuestos a hipoxia la microglia asociada a las placas de AB o
bien presentaba sus prolongaciones retraidas o en otros muchos casos simplemente
estaba ausente (Figura 16a). La cuantificacion del nimero de microglia asociada a las
placas Tioflavina S positivas mostré una reduccion de estas en el hipocampo en
comparacion con el grupo de normoxia, siendo incluso mas evidente en regiones
corticales (Figura 16b). La cuantificacion del porcentaje de area de placas amiloides
recubierta de marcaje IBA1 se realizO usando placas Tioflavina S positivas
seleccionadas al azar, mostrando un fuerte descenso en el contenido IBA1 tanto en
corteza como en hipocampo en los animales hipoxicos de 14 meses (Figura 16c). En
ambos analisis, el tamafio medio de placas de AB analizadas fue similar entre los dos

grupos.
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Figura 16. La combinacion de hipoxia cronica y EA reducen la microglia asociada a placa. A, Secciones de
hipocampo (izquierda) y corteza (derecha) de los animales de 14 meses teniidas con IBAI y Tioflavina S (Thio-S) o
lectina de tomate (TL) y Thio-S (en ambos casos rojo/verde). En la tincion IBA1/Thio-S la barra de escala es de 200
um en los paneles de la izquierda y de 20 um en las magnificaciones de la derecha. En estas ultimas, la tincion
Thio-S esta coloreada en azul para mejor apreciacion. La escala de la tincion TL/Thio-S es de 50 um. B,
Cuantificacion de las células microgiales IBAI1+ por placa de Aff (n = 77 - 99 placas de 4 animales).C,
cuantificacion del porcentaje de area de placa de Af3 ocupado por microglia IBAlI+ (n = 27 — 48 placas de 4
animales). ** p < 0.01; *p < 0.05 (Prueba T de Student). Hp: Hipocampo, Cx: Corteza;, N: Normoxia, H: Hipoxia.
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Figura 17. La hipoxia cronica en combinacion con la EA no afecta a los astrocitos. A, Imagen representativa de
una placa cortical de Ap tras tincion inmunohistoquimica con Thio-S (verde)y un anticuerpo frente a GFAP (rojo) en
un raton de 14 meses con EA expuesto a normoxia (21% de O;) o hipoxia cronica (9% de O,). La barra de escala es
de 20 um. B, Cuantificacion del ratio de astrocitos reactivos (GFAP+) frente al numero total de astrocitos (GS+) en
los ratones con EA de 8 y 14 meses expuestos a normoxia (N, columnas grises) o hipoxia (H, columnas azules). C,
Cuantificacion del ratio de astrocitos asociados a placa frente al numero de astrocitos totales en los mismos
animales (n = 3 —4). ** p < 0.01,; n.s. diferencias no significativas (mediante ANOVA aplicando el test de Tukey). D,
Niveles relativos del mRNA del gen Gfap mediante qRT-PCR a partir del RNA extraido del hipocampo de los ratones
con EA de 14 meses. Como control endogeno se analizaron los niveles de Gapdh (n = 3 — 4 animales). ** p < 0.01;

n.s. diferencias no significativas (Prueba T de Student).

Esta descrito que asociados a las placas de AR ademdas de microglia se encuentran
también astrocitos (Itagaki, McGeer et al. 1989). Al igual que para la microglia, el papel
de estos sobre las placas amiloides sigue siendo objeto de debate. Con el objetivo de
estudiar si el efecto de la hipoxia es exclusivamente sobre la poblacion microglial, se
realizd el mismo tipo de analisis inmunohistoquimico y estereoldogico para los
astrocitos, usando en este caso el marcador GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Figura
17a). En claro contraste con la microglia, la cuantificacion del niimero de astrocitos
reactivos (GFAP+) por el total de astrocitos (glutamina sintetasa, GS+) no se vio
afectada por el tratamiento hipoxico ni en los animales jovenes ni en los viejos (Figura

17b). La cuantificacion de los de astrocitos asociados o cercanos a placas de A3 sobre el
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total de astrocitos tampoco mostré ninguna diferencia significativa (Figura 17¢). El
analisis de los niveles de expresion de Gfap en hipocampo de los animales transgénicos
de 14 meses por qRT-PCR, no reveld diferencias significativas en la expresion de este
gen entre los animales normoéxicos e hipoxicos (Figura 17d). Tomando en conjunto
todos estos resultados, las evidencias sugieren de manera clara que la hipoxia en
combinacion con la enfermedad de Alzheimer induce un comportamiento aberrante en
la microglia, dando lugar a un descenso de su nimero en el cerebro y una despoblacién

de este tipo celular de las placas de AB.
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Figura 18. La hipoxia cronica en combinacion con la EA reduce la capacidad proliferativa en la microglia. A,
Imagenes representativas de secciones de hipocampo (paneles superiores) y corteza (paneles inferiores) teriidas con
Ki67 (marron en imdgenes de contraste de fase) de animales de 14 meses con EA expuestos a normoxia o hipoxia,
IBAI (rojo), y Thio-S (verde). Las flechas indican la microglia positiva para Ki67, y los cuadrados magnificaciones
del area delimitada por los cuadrados de linea discontinua. La barra de escala es de 50 um en los paneles de bajo
aumento y de 25 um en las magnificaciones.B, Cuantificacion de la densidad de microglia Ki67+ en hipocampo (Hp)

o corteza(Cx de los animales expuestos a normoxia (N) o hipoxia (H) )(n = 8). ** p < 0.01 (Prueba T de Student).
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Efecto de la EA en combinacion con la hipoxia sobre la capacidad proliferativa de la

microglia in vivo

En base a los resultados observados en los ensayos in vitro, y con el objetivo de
determinar si la hipoxia crénica (9% O,, 20 dias) provoca una inhibicion de la
proliferacion de la microglia in vivo que explique el fenotipo observado en los ratones
con EA, se cuantificd el numero de células de microglia KI67 positivas en corteza e
hipocampo en los animales transgénicos de 14 meses. El andlisis estereologico revelod
un claro descenso del nimero de células IBA1+/KI67+ en ambas regiones cerebrales
(Figura 18), y aunque este fenotipo podria atribuirse al descenso en el niimero total de
células microgliales o asociadas a placas de AB, esta causa fue descartada al ser mucho
mayor el descenso en el nimero de microglia positiva para el marcador proliferativo
KI67. Estos resultados, junto a los resultados obtenidos in vitro sugieren firmemente
que la hipoxia produce un arresto celular y por tanto una inhibicién de la proliferacion

de la microglia in vivo e in vitro.

Estudio de la combinacion de la hipoxia y la inflamacion sobre la microglia in vitro

Como se indicaba en la introduccion, entre la sefializacion de la inflamacion y la de la
hipoxia existe un solapamiento, convergiendo ambas rutas en HIF1a. En el primer caso
por la regulacion al alza del factor NfkB y en el segundo por la reduccion de la
actividad de las PHDs, dando lugar de este modo a un aumento sinérgico de HIFla
(Eltzschig and Carmeliet 2011, Harris, Thompson et al. 2014). Debido a que la
patologia avanzada de Alzheimer en combinacion con la hipoxia provoca una
disfuncion microglial, y a que con el desarrollo de esta enfermedad se produce una
acumulacion de moléculas pro-inflamatorias en el cerebro en modelos animales
(Jimenez, Baglietto-Vargas et al. 2008), se quiso comprobar si existe una sinergia entre
la hipoxia e inflamacién que de lugar a un aumento de la actividad de HIFa en la
microglia y si esto puede estar relacionado con la afectacion de estas células. Para
corroborar esta hipotesis y profundizar en los mecanismos moleculares que subyacen a
esta respuesta, se realizaron experimentos in vitro consistentes en la exposicion a
hipoxias cortas (6 horas al 1% de O;) de cultivos primarios de microglia realizados en
presencia de las citocinas M-CSF and GM-CSF, las cuales han sido descritas como

moléculas que pueden inducir en la microglia efectos antagonicos (Re, Belyanskaya et
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al. 2002). Lo primero que se observo fue que en presencia del GM-CSF los cultivos de
microglia se polarizaron hacia un fenotipo activado, caracterizado por el aumento de la
expresion de genes como Tnf-a, Arg-1, Yml en condiciones de normoxia, sin embargo
el tratamiento con M-CSF no mostré cambios con respecto a los cultivos control (Figura
19). No se observaron diferencias sin embargo en otros genes como //-1f, Tlr4 o Igf]

entre el control y los diferentes tratamientos.
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Figura 19. Los cultivos tratados con la citokina GM-CSF presentan un fenotipo activado, similar al de la
microglia en el cerebro de la EA. A, Niveles relativos del mRNA en unidades arbitrarias de diferentes genes
marcadores de activacion de la microglia en cultivos primarios sin tratar (C) o tratados con las citoquinas M-CSF y
GM-CSF de manera cronica (20 dias), y expuestos 6 horas a normoxia (N, 21% de O,, columnas grises) o a hipoxia
(H, 1% de O,, columnas azules). Como control endogeno se utilizo el gen Hmbs (n=38). B, Niveles relativos de mRNA
en unidades arbitrarias de diferentes genes en el hipocampo de ratones con EA expuestos a normoxia (N, 21% de O;,
columnas grises) o hipoxia (H, 9% de O,, columnas azules). Como control endogeno se utilizo el gen 185 (n=3 - 4
animales por condicion). ## p < 0.01 (Prueba de Bonferroni). Los asteriscos representan diferencias significativas

entre normoxia e hipoxia. * p< 0.05; ** p < 0.01; n.s. diferencias no significativas (Prueba T de Student).
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El andlisis de la expresion de marcadores de activacion en la microglia expuesta a
hipoxia mostré que la respuesta de los cultivos tratados con GM-CSF es similar a la
observada en los cerebros de los animales transgénicos de 14 meses expuestos a
hipoxia, donde se observa una tendencia al aumento de la expresion de Tnf-a, Arg-1,
Ym1, siendo s6lo significativo en el caso de Ym/ (Figura 19b) por lo que tal vez podrian

extrapolarse estos resultados a la microglia in vivo.
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Figura 20. La combinacion de inflamacion e hipoxia da lugar a una exarcebacion de la respuesta de HIF1a. A,
Imagen representativa de los niveles de HIF1o. obtenida por Western Blot (grdfico de la izquierda) en los cultivos
primarios tratados con las citoquinas M-CSF y GM-CSF de manera cronica (20 dias) y expuestos a normoxia (21%
de O,, columnas grises) o hipoxia (1% de O,, columnas azules).Como control de carga se uso la f-Act. En el panel
grafico de la derecha se muesra la cuantificacion de los niveles de proteina de HIFlo/p-Act [n = 4; Andlisis
univariante de la varianza (UAV)].B, Niveles relativos de mRNA en unidades arbitrarias de los genes diana de
HIFlo Vegf, Phd2 y Phd3, asi como de los genes Hifla y Hif2a estimados por qRT-PCR de las células tratadas
como en A. Como control endogeno se analizaron los niveles del gen Hmbs (n = 8) ## p < 0.01 (Prueba de

Bonferroni). * p < 0.05; ** p < 0.01; n.s. diferencias no significativas (Prueba T de Student).
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Analisis por WB frente a HIF1a mostraron un claro aumento de este factor en los
cultivos tratados con GM-CSF expuestos a hipoxia en comparacion con los cultivos
control o tratados con M-CSF, donde la respuesta a la hipoxia fue claramente inferior
(Figura 20a). Para confirmar estos resultados se cuantifico la expresion de los genes
diana de HIF1a Phd2, Vegf'y Phd3, observando una clara exacerbacion de la respuesta a
la hipoxia en los cultivos tratados con GM-CSF (Figura 20b). Todos estos datos
confirman la hipotesis de que existe una sinergia entre hipoxia e inflamacion que da
lugar a una exacerbacion de la respuesta a la hipoxia en la microglia en presencia de un
estimulo pro-inflamatorio. Este aumento de los niveles de la proteina HIFla en hipoxia
puede explicarse por el incremento de la expresion del gen Hiflo en los cultivos
tratados con GM-CSF (Figura 20b) en condiciones normales de oxigeno, disparandose
su estabilizacion en hipoxia al inhibirse la accion de las PHDs. También se observo un
incremento de la expresion del gen Hif2a aunque inferior a los niveles de acumulacion
de Hifla, sin embargo solo se observo una ligera estabilizacion de esta proteina en
hipoxia en los cultivos tratados con GM-CSF (Figura 20b) por lo que no parece que
HIF2a tenga un papel relevante en la respuesta de la microglia a la hipoxia ni en

condiciones normales ni bajo un estimulo pro-inflamatorio.

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares que regulan los efectos
de la hipoxia y la inflamacion sobre la quimiotaxis/migracion y el ciclo celular de la
microglia, se analiz6 la expresion de diferentes genes relacionados con estos procesos
celulares. La hipoxia regula el ciclo celular contrarrestando la funcion de Myc. HIF1a
desplaza a Myc de diversos promotores, dando lugar entre otros efectos a la activacién

del locus p21<™"

, un regulador clave del punto de control de G1 (Koshiji, Kageyama et
al. 2004). Se quiso comprobar si la acumulacion de HIFla producida por la
combinacion de hipoxia y el tratamiento con GM-CSF podia dar lugar a un aumento de

la expresion de p21<™

. De este modo se observd que la hipoxia per se o en
combinacion con el tratamiento de M-CSF no produjo ninguna activacion del mRNA de
p21"! Sin embargo la combinaciéon de hipoxia y GM-CSF dio lugar a un claro
aumento de los niveles de mRNA de este gen (Figura 21). También se comprobaron
otros genes relacionados con ciclo celular y migracion, como el gen Mif (Macrophage
migration inhibitory factor) relacionado con la inhibicion de ambos procesos celulares
(Oda, Oda et al. 2008) observando una clara acumulacion en los cultivos expuestos a

hipoxia independientemente del tratamiento, siendo este incremento méas marcado en los
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cultivos tratados con GM-CSF (Figura 21). No se observaron, sin embargo, diferencias
en otros genes relacionados con el ciclo celular como Brcal (breast cancer 1 o “cancer
de mama 1), o con la quimiotaxis o migracion como Ccr2 (receptor de quimioquinas
C-C tipo 2), Cd36 (Cluster de diferenciacion 36 o traslocasa de acidos grasos) o 71r4.
Seran necesarios estudios de silenciamiento frente a los genes Mif 'y p21“""' para

determinar su papel en la regulacion de la microglia por la hipoxia.

Genes relacionados con ciclo celular

p21cip? mif Brca1t
n.s. ns. ns.

400
350
300
250
200
150
100

50

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

N H N H N H N H N H N H N H N H N H
C M-CSF GM-CSF C M-CSF GM-CSF C M-CSF GM-CSF

Genes relacionados con quimiotaxis

Cer2 Cd36 Tir4

500 n.s. n.s. n.s.

N H N H N H N H N H N H N H N H N H
C M-CSF GM-CSF C M-CSF GM-CSF C M-CSF GM-CSF

Figura 21. La combinacion de inflamacion e hipoxia da lugar a un aumento de la expresion de algunos genes
relacionados con el ciclo celular. Niveles relativos de mRNA en unidades arbitrarias de genes relacionados con el
ciclo celular y la quimiotaxis estimados por gRT-PCR a partir del RNA de las células tratadas con citoquinas M-CSF
y GM-CSF de manera cronica (20 dias) y expuestos a normoxia (21% de O,, columnas grises) o hipoxia (1% de O,,
columnas azules) Como control endogeno se utilizo el gen Hmbs (n = 8). * p < 0.05; n.s. diferencias no significativas

(Prueba T de Student).

Por ultimo, como se indicaba en la introduccion, diversos estudios sugieren que junto
con la inflamacion asociada a la enfermedad de Alzheimer se produce un descenso
concomitante de los niveles de oxigeno en el cerebro (Roher, Debbins et al. 2012). En
este sentido se ha demostrado que en modelos animales de EA se produce un
incremento de los niveles de HIF1a en comparacion con animales silvestres (Soucek,

Cumming et al. 2003). Para determinar si realmente se genera un ambiente hipoxico en
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los cerebros de pacientes y si la sinergia observada entre hipoxia e inflamacién puede
ser relevante en humanos, se analizaron los niveles de HIF1a mediante WB a partir de
extractos de hipocampo obtenidos de sujetos control sanos jovenes y de enfermos de
edad avanzada estratificados siguiendo la clasificacién de estados Braak and Braak
(Braak and Braak 1991). De este modo se observo un incremento en los niveles de
HIFla en las muestras correspondientes a los pacientes en estados tempranos de la
enfermedad, siendo muy marcado en los estados 1 y III/IV de la patologia (Figura 22).
En los estados V y VI se observo un ligero descenso en los niveles de HIF1a asociado a

la atrofia y muerte celular descrita en esos estados de la enfermedad (Braak and Braak

1991).
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Figura 22. Los cerebros de pacientes con EA presentan elevados niveles del marcador de hipoxia HIFla. Los
niveles de HIF 1o se estimaron mediante Western Blot a partir de los extractos proteicos de hipocampo humanos. Se
usaron muestras obtenidas de sujetos control sanos (C) y de pacientes con EA clasificadas en los estados Braak and
Braak 1l (ADII), 1II-1V (ADII-1V), y V-VI (ADV-VI). Como control de carga se usaron los niveles de [3-act. Para
identificar el peso molecular de HIF 1o se utilizo un extracto de proteinas de células HeLa expuestas a hipoxia (1%

de O,, 4 h). El grafico de la derecha muestra la cuantificacion de los niveles de HIF 1o/3-act (Test Kruskal-Wallis).

Analisis del efecto de la hipoxia sobre el metabolismo del Afp

Como se indicaba en la introduccion, resultados previos del grupo habian demostrado
que la hipoxia no tiene ningln efecto sobre la expresion de las enzimas relacionadas con
el metabolismo del AB in vivo. Para analizar si el efecto de la hipoxia sobre la microglia
tiene alguna consecuencia sobre la acumulacion de AR en el cerebro se llevaron a cabo
analisis frente al beta amiloide de los cerebros de los ratones con EA expuestos a
normoxia e hipoxia. De este modo se observo mediante inmunohistoquimica para AB1-
42 que con el desarrollo de la enfermedad se produce un aumento de la carga y del

numero de placas de A3 en el hipocampo de los animales con EA, siendo mayor en los
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animales transgénicos de 14 meses que en los de 8. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los animales expuestos a normoxia o hipoxia,
independientemente de la edad (Figura 23a, b y ¢). Asi mismo, el analisis de la cantidad
de AB mediante ELISA en los extractos totales de los cerebros tampoco mostro

diferencias entre los grupos de normoxia e hipoxia (Figura 23d).
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Figura 23. Los niveles de Af no se ven modificados por la hipoxia cronica sostenida. A, Imdagenes representativas
de secciones de hipocampo de los ratones con EA de 8 (8m) y 14 meses (14m) de edad expuestos a normoxia (20 dias
al 21%) o hipoxia cronica (20 dias al 9%) obtenidas mediante tincion inmunohistoquimica frente a Af. La barra de
escala es de 100 um. B. La carga de A se estimo en las rodajas de hipocampo calculando el porcentaje de area total
teiiida para Af (n = 8; 4 animales). C, Cuantificacion del niimero de placas por area en mm’ (n =8, 4 animales). D,
Cuantificacion por ELISA de los niveles de Af31-42 en los extractos totales obtenidos a partir de los animales con EA

de 14 meses expuestos a normoxia e hipoxia. n.s. diferencias no significativas (Prueba T de Student).
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Figura 24. La hipoxia cronica modifica la distribucion de placas de Af. A, Imdgenes representativas de secciones
de cerebro completo de los ratones con EA de 14 meses (14m) de edad expuestos a normoxia (20 dias al 21%) o
hipoxia cronica (20 dias al 9%) obtenidas mediante tincion Thio-S. La barra de escala es de 1 mm. B. En el grdfico
izquierdo se muestra la carga de Thio-S en porcentaje con respecto al area total en la corteza (Cx) y en el
hipocampo (Hp) de los animales en A. El grdfico derecho representa la cuantificacion del numero de placas por area
enmm’ (n=8; 4 animales). D, Distribucion de tamariio de la densidad de placamThio-S (n = 8; 4 animals). * p <

0.05; ** p < 0.01; n.s. diferencias no significativas (Prueba T de Student).

Se ha propuesto que la microglia podria actuar como una barrera rodeando las placas de
nucleo denso (Lucin and Wyss-Coray 2009) por lo que, para estudiar si la despoblacion
de microglia en los animales hipoxicos con EA tiene un efecto sobre la formacion de

placas, se analizo la cantidad de placas de nucleo denso Thio-S positivas en la corteza e
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hipocampo en los ratones viejos con EA. Se observd un aumento significativo tanto de
la carga como del nimero de placas Thio-S en la corteza de los animales hipdoxicos
(Figura 24a y b). La comparacion de la distribucion del tamaiio de placa Thio-S
positivas en la corteza mostr6 un aumento significativo del nimero de placas de
pequefio tamafio en los animales hipoxicos con respecto al grupo de normoxia (Figura
24c), sugiriendo la formacion de nuevas placas de ntcleo denso en estos animales. Sin
embargo, no se observaron diferencias ni en la carga ni en el nimero de placas Thio-S
positivas entre los animales de hipoxia y normoxia al analizar el hipocampo (Figura 24a
y b), una region donde la acumulacion de AP comienza antes pero a una tasa mas baja

que en la corteza (Garcia-Alloza, Robbins et al. 2006).
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Figura 25. La hipoxia cronica aumenta la cantidad de AP fibrilar soluble en los cerebros de los ratones con EA. A,
Imagen representativa de analisis por Dot Blot de los niveles de Af; fibrilar en los extractos solubles de corteza
obtenidos de animales de 14 meses silvestres (Silv.) y con EA expuestos 20 dias a normoxia (21% de O,) o hipoxia
(9% de O,) mediante el uso del anticuerpo OC. B, Andlisis mediante Western Blot de los niveles de APPa soluble en

los mismos extractos que en A.

Posteriormente se cuantificaron los niveles de AP 1-42 en la fraccion soluble de
extractos de corteza mediante ELISA, no observandose diferencias significativas entre
los animales expuestos a normoxia o hipoxia (Datos no mostrados) al igual que ocurre
con los niveles totales. Debido a la importancia de los oligdbmeros de AB en la
enfermedad se analizaron estas especies usando anticuerpos sensibles a la conformacion
(Glabe 2008) observando diferencias entre las dos condiciones en los animales de 14
meses. El estudio mediante western blot no revelo diferencias en formas oligoméricas
entre los animales normoxicos € hipdxicos usando los anticuerpos 6e10 y 82el (Datos
no mostrados), sin embargo, el andlisis de los extractos solubles por Dot Blot con el
anticuerpo OC, que reconoce formas fibrilares de AB, mostr6é un incremento de éstas en
los animales hipoxicos (Figura 25a) y se descartd que se debiera a un cambio en la
protedlisis de la APP al no observarse diferencias en los niveles de APPa entre los

animales (Figura 25b). Por lo que se podria decir que la hipoxia no parece tener un
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efecto sobre la produccion, acumulacion o eliminacion del AB, pero si sobre su

solubilidad.

Estudio del papel de la hipoxia sobre la progresion de la enfermedad de Alzheimer

Las placas seniles estan rodeadas de neuritas distroficas que pueden ser el resultado de
un efecto neurotdxico del AB, sin embargo, como se mostr6 anteriormente, el contenido
total de AB no se modifica con la hipoxia cronica (Figura 23). La presencia de
oligdmeros y formas fibrilares del AR en los extractos solubles de cerebros de modelo
de EA ha sido relacionada con un aumento del deterioro cognitivo y de la patologia de
Tau (Benilova, Karran et al. 2012, Chabrier, Blurton-Jones et al. 2012) y, como se
indicaba en el apartado previo, los extractos solubles de corteza de los animales
hipdxicos presentaron un claro incremento en la acumulacion de las formas fibrilares
(Figura 25a). Para ver si la afectacion de la microglia y el aumento del A8 fibrilar en la
fraccion soluble tienen un efecto sobre la progresion de la enfermedad, se llevéd a cabo
un estudio inmunohistoquimico con diversos marcadores descritos como buenos

indicadores del dafio neuronal.

La forma fosforilada de la proteina Tau (P-Tau) se encuentra asociada normalmente con
las placas de AB y es un marcador de afectacion sinaptica bien establecido (Tanzi and
Bertram 2005). Junto al aumento del nimero de neuritas distroficas y del dafio neuronal
también esta descrito que se produce un incremento de los niveles de ubiquitina, por lo
que ademas de los niveles de marcaje P-Tau se evaluaron los de ubiquitina alrededor de
placa en los animales trangénicos de 14 meses expuestos a normoxia o hipoxia cronica.
Las placas corticales de los animales hipdxicos mostraron un claro incremento de la
tincion para ubiquitina (Figura 26a). El efecto fue el mismo al analizar el marcaje P-Tau
y su cuantificacion reveld un aumento significativo de neuritas distroficas (Figura 26b),
por lo que la hipoxia daria lugar a una aceleracion de la patologia en la corteza. Sin
embargo, asociado a las placas de A en el hipocampo no se observd ninglin aumento
significativo de ninguno de estos dos marcadores. El analisis de la apoptosis alrededor
de placa en corteza e hipocampo mediante inmunohistoquimica frente a Caspasa 3
activada mostrd un claro aumento de marcaje asociado a las placas pero tampoco revelod

diferencias entre animales expuestos a normoxia o hipoxia (Figura 26c).

Resultados 77




>

Thio-S UB/Thio-S

Normoxia

Carga de UB

y 2
@
< .
e
o o
2 t‘% > 1
5 + a

N H
B ‘ 6+
P-Tau/Thio-S * %
T 51
© o
£ =
O 4
= 3 4
2 S
» 34
2
L
£ 2-
T ®
z & T
.8_ o 14
-
0
N H

Figura 26. La hipoxia acelera la progresion de la EA. Los animales de 14 meses con EA fueron expuestos a
normoxia (N, 21% de O;) o hipoxia (H, 8.5% de O,) durante 20 dias. A, Secciones corticales tefiidas con Thio-S
(paneles izquierdos) y ubiquitina/Thio-S (UB/Thio-S, paneles derechos). Barra de escala de 100 um. El grafico de la
derecha muestra la cuantificacion del porcentaje de carga de UB (n = 8; 4 animales). B, Secciones corticales teriidas
con Thio-S (paneles de la izquierda) y fosfo-Tau/Thio-S (P-Tau/Thio-S, paneles de la derecha). La barra de escala es
de 20 um. El grafico de la derecha muestra la cuantificacion del porcentaje de area de placa de Af ocupada por

neuritas P-Tau+ (n = 13 — 18 placas de 4 animales). * p < 0.05; ** p < 0.01 (Prueba T de Student).

Para profundizar en el efecto de la hipoxia sobre la progresion de la enfermedad en el
hipocampo, se analizaron los niveles de mRNA de somatostatina (Ss¢) y neuropéptido Y
(Npy) por RT-qPCR, ambos marcadores de poblaciones neuronales descritas como ser
las primeras en verse afectadas en fases tempranas de la enfermedad en modelos
animales en esta region del cerebro (Ramos, Baglietto-Vargas et al. 2006). El analisis
del hipocampo de los animales hipoxicos reveld un claro descenso de ambos

marcadores cuando lo comparamos con los animales normoxicos (Figura 27a). A pesar
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de ello, no se observaron diferencias en el nimero de neuronas mediante el analisis
inmunohistoquimico frente al marcador Neu-N en ninguna de las dos regiones del

cerebro (Figura 27b).
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Figura 27. Afectacion neuronal bajo hipoxia cronica en los ratones con EA de 14 meses. A, Imdgenes
representativas de secciones de corteza (paneles superiores) e hipocampo (paneles inferiores) de rodajas de cerebro
tefiidas con anticuerpo frente a Neu-N de animales de 14 meses con EA expuestos a normoxia (21% de O,, peneles
izquierdos) o hipoxia (9% de O,, paneles derechos) durante 20 dias. B, Estimacion mediante qRT-PCR de los niveles
de mRNA de los marcadores neuronales somatostatina (Sst) y neuropéptido Y (Npy) en extractos de hipocampo de
los los animales de 14 meses expuesto a normoxia (N, columnas grises) o hipoxia (H, columnas azules) (u.a.unidades

arbitrarias). Como control endogeno se uso el gen Gapdh. (n = 4). * p < 0.05 (Prueba T de Student).

Todas estas observaciones sugieren claramente que la patologia de AB estd extendida en
los animales hipoxicos debido probablemente a la ausencia de una barrera microglial

normal cercana a las placas.
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Diversos estudios epidemiologicos sugieren que patologias que cursan una hipoxia
sistémica estdn asociadas con un incremento del riesgo de desarrollar demencia en
pacientes de Alzheimer (Schneider, Arvanitakis et al. 2007, Ogunshola and Antoniou
2009). Por otro lado, estudios de asociacion han propuesto ademas un papel de la
inmunidad innata en la modulacién de la EA (Jones, Holmans et al. 2010, Lambert,
Grenier-Boley et al. 2010, Golde, Streit et al. 2013), en este sentido se ha demostrado
recientemente mediante el analisis funcional de dos variantes génicas asociadas con el
Alzheimer que la a la baja de la fagocitosis en la microglia puede ser causa o provocar
el desarrollo de la enfermedad (Golde, Streit et al. 2013, Griciuc, Serrano-Pozo et al.

2013).

El linaje mieloide se regula por hipoxia, en particular, los macréfagos regulan su
capacidad fagocitica y migratoria por hipoxia, sufriendo cambios profundos en su
programa genético a bajos niveles de oxigeno (Turner, Scotton et al. 1999, Murdoch
and Lewis 2005, Anand, Gribar et al. 2007, Fang, Hughes et al. 2009). A pesar de esto,
ningin estudio ha analizado el papel de la microglia en modelos de enfermedad de
Alzheimer que cursen con hipoxia sostenida. Para investigar el efecto que pudiera tener
la hipoxia sobre el progreso de la enfermedad se ha analizado in vivo como la hipoxia

modifica el comportamiento de la microglia en un modelo de la enfermedad.

De manera complementaria también se estudio el efecto de la hipoxia fisioldgica sobre
la microglia y los astrocitos in vitro, asi como el papel de las PHDs en dicho proceso, y
se determinod por otro lado la existencia de una activacion hipdxica en los cerebros de

pacientes de Alzheimer.

La hipoxia produce un descenso de la densidad de la microglia asi como una

depopulacion de las placas de Aff en un modelo de EA

En esta tesis se muestra que animales con EA expuestos a hipoxia cronica presentan una
alteracion especifica de la de la microglia, en su densidad total y més concretamente
alrededor de las placas seniles, que no se observa en astrocitos. Este ultimo descenso se
da tanto en el nimero de células rodeando las placas de AB como en la superficie de

placa ocupada por proyecciones de microglia.

El analisis de los animales silvestres reveld un descenso no significativo en el numero
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de células de microglia en el hipocampo de los animales viejos expuestos a hipoxia. Los
animales jovenes con Alzheimer (8 meses de edad) presentaban también una tendencia a
disminucidn en hipoxia, pero este descenso solo fue significativo en los animales viejos
(14 meses de edad). Asi, solo observamos un fuerte fenotipo en la microglia cuando
combinamos hipoxia y animales viejos de Alzheimer. Diversos estudios han mostrado
una afectacion de la microglia asociada al envejecimiento, tanto en ratones como en
humanos. Baron y colaboradores mostraron que la microglia en animales viejos (21
meses de edad) presenta menos ramificaciones que en animales jovenes (Baron,
Babcock et al. 2014). Esta "patologia microglial" se observa entre los 9-15 meses en
diferentes modelos de Alzheimer, sugiriendo que la acumulacion de AR puede acelerar
el envejecimiento de la microglia. Estudios realizados en humanos también muestran
una patologia similar en la microglia (Streit 2006). El andlisis de la fragmentacion del
DNA en cerebros de pacientes de EA han mostrado que una de las poblaciones mas
afectadas por la enfermedad es la microglia asociada a placas (Lassmann, Bancher et al.
1995), siendo este resultado confirmado en un estudio posterior (Yang, Sun et al. 1998).
En los cerebros de pacientes de Alzheimer se pueden encontrar células microgliales
distroficas asociadas con placas seniles tau-positivas, lo que sugiere que la senescencia
de la microglia puede contribuir a la progresion de la enfermedad (Streit and Xue 2009).
Todo esto lleva a suponer que tanto en animales modelo como en humanos, la patologia
de la microglia se encuentra asociada a la edad y parece acelerarse por la enfermedad de
Alzheimer. Los datos presentados en esta tesis sugieren claramente que la hipoxia
podria ser uno de los factores que contribuyen en gran medida a esta patologia de la

microglia observada tanto en el envejecimiento como con la EA.

La pérdida de la microglia alrededor de las placas podria dar lugar a un aumento de la
extension de la patologia de AB a través del parénquima cerebral adyacente. Algunos
autores han propuesto que la ausencia de microglia no cambia la progresion de la
enfermedad en modelos animales (Grathwohl, Kalin et al. 2009), sin embargo, ellos
solo analizaron la tincion APP en neuritas distroficas, un pardmetro que es a la vez la
causa de la enfermedad en el modelo animal que emplean. Para analizar si la afectacion
de la microglia tiene un efecto sobre la enfermedad se estimaron los oligdmeros
solubles de AR fibrilar, observando un incremento en las fracciones de hipocampo
extraidas de animales hipoxicos, lo que sugiere una reduccion en la funcién de barrera

de la microglia. En consonancia con esta observacion, una investigacién previa mostro
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el mismo efecto en un modelo genético deficiente en Ccr2, donde la acumulacion de la
microglia alrededor de las placas de AB se vio también afectada de manera importante y
que presenta una aceleracion de la patologia de Alzheimer (El Khoury, Toft et al. 2007).
Sin embargo, no puede aseverarse que el aumento de dichos oligomeros fibrilares se
deba a un incremento de la liberacion a partir de las placas, y que a su vez esto sea
consecuencia de la ausencia de microglia. En este sentido, el analisis de los oligdmeros
solubles totales mediante el uso de anticuerpos especificos no mostré un incremento de
estos en los animales hipoxicos. El hecho de que sélo aumenten los niveles de Al
fibrilar y no de otros oligdbmeros solubles podria deberse a un efecto de la hipoxia sobre
la oligomerizacion del AB, su solubilidad o sobre la capacidad fagocitica de la

microglia.

La hipoxia provoca una reduccion de la proliferacion y de la quimiotaxis de la

microglia

El arresto o parada del ciclo celular es una consecuencia de la hipoxia bien descrita
(Koshiji, Kageyama et al. 2004) donde HIF 1a juega un papel importante desplazando la
uniéon de Myc del promotor del inhibidor del ciclo celular p27°?’, dando lugar a la
sobreexpresion de este ultimo. Sin embargo, el arresto celular estd normalmente
asociado a unos niveles de oxigeno menores que los que se usaron en esta tesis. El
analisis realizado tanto en lineas celulares como cultivos primarios reveld una clara
caida en la proliferacién en condiciones de hipoxia, que mostrd ser reversible y que
puede reproducirse en normoxia mediante la adicion del inhibidor de las prolil-
hidroxilasas DMOG, sugiriendo la implicacion de HIF o de las PHDs en su regulacion.
Ademas, el andlisis en cultivos primarios del efecto combinado de la hipoxia e
inflamacién mediante la adicion de la citocina GM-CSF, mostré que la combinacion de
los dos estimulos da lugar a un aumento de la expresion del gen p21“?’. Asi mismo, el
analisis inmunohistoquimico de los cerebros de los ratones con EA avanzada revel6 una
clara reduccion de la proliferacion microglial en los expuestos a hipoxia, donde se
combinaba al igual que en los cultivos estimulo pro-inflamatorio y bajos niveles de
oxigeno. Por todo esto, seria interesante profundizar en futuros estudios en la posible
implicacién del gen p21°?’ en la regulacion del ciclo celular por la hipoxia. Por otro
lado, la hipoxia normalmente también da lugar a una reduccion en el crecimiento celular

(Koshiji, Kageyama et al. 2004), algo que también se observo en los cultivos primarios
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cuando fueron expuestos a hipoxias largas.

Las células mieloides deben llevar a cabo su accion defensiva en ambientes hipdxicos
donde combaten la infeccion, facilitan la inflamacion, estimulan la inmunidad
adaptativa o participan en funciones de reparacion de tejidos (Lewis, Lee et al. 1999).
Por otro lado, estas células estan altamente adaptadas a la hipoxia debido a su
metabolismo glicolitico y a un programa genético que les permite sobrevivir a bajos
niveles de oxigeno (Cramer, Yamanishi et al. 2003, Murdoch and Lewis 2005,
Walmsley, Print et al. 2005, Bosco, Puppo et al. 2008). Esta bien descrito que los
monocitos son atraidos a tejidos hipoxicos donde se diferencian a macréfagos. En este
proceso, monocitos y macrofagos regulan genes relacionados con la migracion y quedan
atrapados en dichos ambientes hipoxicos (Turner, Scotton et al. 1999, Bosco, Puppo et
al. 2008). A pesar de la importancia de la hipoxia en la progresion de la enfermedad de
Alzheimer, ningtn estudio previo analiza en control de la quimiotaxis de la microglia
por la hipoxia. Los resultados presentados en esta tesis muestran un claro descenso en la
quimiotaxis de la microglia hacia el ARy el ATP al exponerla a condiciones de hipoxia,
tanto en una linea celular como en cultivo primario. Este fendmeno también se
reprodujo en normoxia en presencia de DMOG, lo que sugiere un papel de HIF o de las
PHDs en la inhibicidén observada en hipoxia de la quimiotaxis, al igual que se observd
en la proliferacion. No se pudo analizar, sin embargo, el efecto de la hipoxia sobre la
capacidad migratoria o quimiotactica de la microglia in vivo, al realizarse dicha

exposicion dentro de una camara sin un sistema de imagen acoplado.

La adaptacion de los macrofagos a la hipoxia depende principalmente de los factores de
transcripcion HIF, aunque se han descrito otros mediadores (Cramer, Yamanishi et al.
2003, Walmsley, Chilvers et al. 2009). La adaptacion de la microglia a la hipoxia es
reminiscente de macrofagos atrapados en tejidos hipdxicos, una situacion que puede ser
en algunos casos deletérea para el hospedador debido a la secrecion de citocinas pro-
angiogénicas. Como se indicaba previamente, se ha descrito que la microglia activa
alrededor o asociada a las placas muere por apoptosis (Lassmann, Bancher et al. 1995,
Yang, Sun et al. 1998), como consecuencia de inflamacion cronica o de la fagocitosis de
AB (Streit 2006, Baron, Babcock et al. 2014). Bajo circunstancias no patogénicas, la
microglia residente se mantendra en su lugar y se preparara para realizar su funcion

inmune normal. En los cerebros con EA, en condiciones normales, la microglia del
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parénquima adyacente prolifera y migra hacia las placas de AB y recupera la barrera.
Imagenes in vivo han mostrado que las placas pueden formarse en 24 horas (Garcia-
Alloza, Robbins et al. 2006) y andlisis ex vivo ha mostrado que la microglia se
encuentra casi siempre asociada a ellas, indicando un proceso altamente dindmico
(Jimenez, Baglietto-Vargas et al. 2008). Sin embargo, es posible especular que en
cerebros que sufran hipoxia y Alzheimer, la muerte celular de la microglia alrededor de
las placas en combinacion con la reduccion de la capacidad quimiotéctica y de la tasa
proliferativa, de lugar a una despoblacion o ausencia de estas células alrededor de las
placas seniles. La clara reduccion de la densidad microglial en el cerebro completo y en
particular de la asociada a las placas de AB en s6lo 20 dias de hipoxia podria ser

indicativo de la existencia un proceso dindmico alrededor de estas.

Para apoyar esta hipotesis, un estudio reciente ha demostrado que la microglia tiene una
alta capacidad proliferativa, asi como la existencia de precursores en el cerebro capaces
de repoblarlo de manera completa en menos de una semana (Elmore, Najafi et al. 2014).
Ademas, se ha descrito la existencia de marcadores mitéticos alrededor de placa en
modelos de Alzheimer (Kamphuis, Mamber et al. 2012). Sin embargo, la capacidad
proliferativa de la microglia en los pacientes de Alzheimer se ha puesto en duda en un
estudio reciente (Serrano-Pozo, Gomez-Isla et al. 2013). Por tanto, es necesario llevar a
cabo analisis mas profundos para extender las observaciones encontradas a modelos

animales y a la enfermedad en humanos.

La importancia de la via de HIF o de las PHDs en los fenotipos observados en la
microglia deberia ser objeto de estudio, por lo que el uso de modelos genéticos que
sobreexpresen o tengan suprimido alguno de estos genes e incluso la combinacién de
estos con un modelo de Alzheimer podrian ser de ayuda, por un lado, para dilucidar los
mecanismos que subyacen a dichos cambios, asi como, por otro lado, analizar el efecto
sobre la migracion o quimiotaxis de la microglia in vivo, algo que no se ha podido
analizar en esta tesis. Sin embargo, si se ha observado mediante analisis moleculares de
cultivos primarios de microglia y astrocitos expuestos a hipoxia, que la estabilizacion de
HIF1la en la microglia es menor a la observada en otros tipos celulares, lo cual podria
indicar una regulacion de la respuesta a hipoxia en estas células diferente a la habitual.
Asi mismo, estos cultivos mostraron una mayor sensibilidad al DMOG, presentando una

elevada estabilizacion de HIF1la a concentraciones de este inhibidor menores a las
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normales de uso, asi como una alta apoptosis a concentraciones normales. No
observamos en ningun caso estabilizacion de HIF2a en la microglia, a diferencia de lo
que ocurre en astrocitos. Que este efecto del DMOG sobre la viabilidad sea especifico
de la inhibicion de las prolilhidroxilasas o de la estabilizacion de HIF1a, o que por el
contrario se deba a un efecto inespecifico sobre el metabolismo mitocondrial u otro
efecto adverso, requiere un estudio en mayor profundidad. El uso de otros inhibidores
especificos de las PHDs o estudios de sileciamiento de estos genes o de Hifl  podrian
esclarecer el papel de cada uno de ellos en la respuesta de la microglia. En este sentido,
se observo que cultivos primarios de microglia realizados a partir de ratones mutantes
para PHD3 y PHD2 presentan per se en normoxia una clara reduccion en el nimero de
células en comparacion con los animales silvestres, no observandose cambios por contra
en cultivos mutantes para PHDI, lo que sugiere una posible implicacién de estas dos
primeras enzimas en la supervivencia o en la proliferacion de la microglia. Este
resultado también sugiere un papel de HIF1a en todo el proceso, al ser estas dos PHDs
las principales responsables de la regulacion de su estabilizacion. En el caso de PHD3, a
partir de los datos observados, esta hipotesis de la posible implicacidon e importancia en
la funcion de la microglia se corresponde con los resultados de un estudio reciente,
donde se demuestra que este gen es uno de los mas sobreexpresados en la microglia de

cerebros de ratones con EA (Orre, Kamphuis et al. 2014).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el protocolo utilizado en esta tesis para la
obtencion de cultivos primarios de microglia sigue siendo objeto de debate (Saura
2007). Los cultivos obtenidos mediante el procedimiento descrito presentan una alta
tasa de muerte neuronal y de otros tipos celulares, por lo que presentan una alta cantidad
de restos celulares y detritos que podrian dar lugar a una activacion de la microglia.
Seria adecuado por tanto en futuros estudios, realizar estos mismos experimentos sobre
microglia aislada directamente de cerebros adultos mediante citometria de flujo como
ha sido descrito en un estudio reciente (Orre, Kamphuis et al. 2014). De este modo, se
obtendria una microglia mas parecida a la que se encuentra de manera natural en el

cerebro, una microglia quiescente que poder utilizar como verdadero control.

La hipoxia sostenida no modifica el metabolismo de Af8

Diversos estudios han sugerido la modulacion del procesamiento de AB por hipoxia. No
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obstante, estos estudios in vivo se basaron en la exposicion de los animales a ciclos de
hipoxia reperfusion (Sun, He et al. 2006, Li, Hong et al. 2009), condicion que regula por
si misma gran cantidad der genes y que se ha asociado con un incremento del estrés
oxidativo en varias situaciones patologicas (Dewhirst, Cao et al. 2008, Lavie and
Polotsky 2009). Sun y colaboradores expusieron los animales a 30 dias de hipoxia a
ciclos diarios de 16 horas al 8% de O, seguidos de 8 horas bajo condiciones de
normoxia. Li y colaboradores usaron un protocolo de 60 dias donde los animales sufrian
una asfixia, durante unos pocos segundos, una vez al dia. Aunque estos modelos eran
interesantes, no se asemejan a patologias humanas que cursan con hipoxia sostenida,
como la enfermedad obstructiva pulmonar cronica (COPD), enfermedades
cardiovasculares, o situaciones en las que el flujo sanguineo cerebral se reduce. Algunas
de estas patologias humanas se han sugerido como importantes contribuidoras en la
demencia en la enfermedad de Alzheimer (Dotti and De Strooper 2009). Es por esto que
un modelo de hipoxia sostenida podria ser muy relevante de cara a clarificar si la
hipoxia tiene un efecto sobre la regulacion de la produccion o degradacion del péptido

AB.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que la reduccion de los niveles de
oxigeno no produce cambios en la expresion de los principales genes codificantes para
enzimas involucradas en el metabolismo del AB. Cabe destacar que en andlisis de la
expresion de estos genes, en los ratones sometidos a un solo ciclo de reperfusion al final
del experimento, algunos de los genes relacionados con el A se regularon al alza por
reoxigenacion, reforzando la idea de que la hipoxia intermitente més que la hipoxia
sostenida puede regular in vivo el procesamiento del APP (Shiota, Takekawa et al.
2013). El descenso de los niveles de oxigeno tampoco tuvo un efecto en los niveles y
carga total del péptido AB y del APPa soluble en los cerebros del modelo de
enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, el analisis de los cerebros de los ratones
APP/PS1 hipoxicos si mostrd6 cambios en la distribucion de placas en la corteza,
observandose un aumento del namero de placas de pequefio tamafio, lo que podria ser
indicativo de un aumento de placas de novo. Que este incremento esté relacionado de
manera directa con el incremento de AB fibrilar observado en la fraccion soluble o con

el descenso de la poblacion microglial requiere de un estudio en mas profundidad.

La hipoxia acelera la patologia de Alzheimer
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Como se indicaba previamente, en los animales hipdxicos se observd un aumento del
A} fibrilar en la fraccion soluble. En este sentido, se ha descrito una relacion entre el
aumento de AR fibrilar soluble, la patologia tau y la afectacion cognitiva (Chabrier,
Blurton-Jones et al. 2012), por lo que se analiz6 el dafio neuronal en estos ratones,
observando un aumento del nimero de neuritas distroficas alrededor de placa en corteza
mediante marcaje P-Tau, asi como del contenido en ubiquitina en el cerebro de los
ratones expuestos a hipoxia, ambos marcadores de dafio neuronal. Sin embargo, no se
observaron diferencias en el nimero de neuritas distroficas alrededor de placa en el
hipocampo, probablemente debido al hecho de que la patologia Tau se encuentra muy
avanzada a esta edad en el hipocampo de los animales usados para este estudio, asi
como tampoco se observo un descenso del numero de neuronas. Si se observo en
cambio un descenso en los niveles de mRNA de Somatostatina y Neuropéptido Y,
marcadores de dos poblaciones neuronales descritas como las primeras poblaciones
afectadas en fases tardias de la neurodegeneracion en este modelo animal (Ramos,
Baglietto-Vargas et al. 2006). Tomando todos los resultados en conjunto se propone un

modelo esquematizado en la Figura 28.

No se puede asegurar que la agravacion de la enfermedad observada no esté relacionada
con otros efectos del tratamiento hipdxico, ya que la hipoxia sostenida puede tener
muchas consecuencias en la progresion de la enfermedad de Alzheimer. Muchos autores
se han centrado en la modificacion que la hipoxia tiene sobre el sistema vascular
(Zlokovic 2011), o en el papel de HIF1a en la neuroproteccion de neuronas en casos
normales de Alzheimer (Soucek, Cumming et al. 2003, Vangeison, Carr et al. 2008).
Sin embargo, el hecho de que el aumento de la patologia Tau se observe alrededor de
placas despobladas de microglia sugiere de manera clara una relacion entre la
disfuncion microglial y agravacion de la progresion de la enfermedad por la hipoxia.
Futuros estudios que impliquen deleciones de genes relacionados con la respuesta a
hipoxia en la microglia serdn necesarios para evaluar como de importante es la
disfuncion de la microglia en la aceleracién de la patologia de Alzheimer por bajos
niveles de oxigeno. Estos modelos genéticos también nos permitiran realizar estudios de
comportamiento, algo que no es viable hacer con los animales expuestos a hipoxia

debido a su alto nivel de hematocrito.

Discusion 88




EA Normoxia
\s,\lr\
k\& Quimiotaxis

Proliferacion

N @ Microglia & AR #® Neuritas distroficas

EA Hipoxia

Proliferacion %
} 7

N im0
A up f ’?5 '

N\ @ Microglia @ AB AP soluble @» Neuritas distroficas

Figura 28. Esquema propuesto a partir de los resultados obtenidos y presentados en esta tésis. En condiciones
normales de oxigeno en los cerebros de pacientes con EA se produce una muerte de la microglia asociada a las
placas de Ap como resultado de su activacion y del proceso inflamatorio consecuente. No obstante, esta microglia es
sustituida por células de nueva generacion que migran hacia las placas desde los nichos progenitores gracias a su
capacidad quimiotactica, repoblando y manteniendo asi su funcion de barrera. Sin embargo, en aquellos pacientes
que sufran alguna patologia vascular la hipoxia asociada dara lugar a una inhibicion de la capacidad proliferativa y
quimiotdctica de la microglia, que tendra como consecuencia la pérdida de capacidad para repoblar las placas y por
tanto para realizar su funcion de barrera, produciéndose un aumento de la liberacion de oligomeros solubles toxicos

y finalmente del dario neuronal, acelerando asi la patologia en estos pacientes.

Acumulacion de HIF1a en cerebros de pacientes de Alzheimer

En estudios previos se ha mostrado que la progresion de la enfermedad de Alzheimer da
lugar a una reduccion de los niveles de HIF1a y de sus dianas GLUT1 y GLUT3 (Liu,
Liu et al. 2008). Sin embargo, el andlisis de las muestras de pacientes mostrd la
acumulacion de HIF1a en los estadios iniciales de la enfermedad seguida de una caida

repentina en los estadios V/VI. La razon principal para esta discrepancia podria ser la
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estratificacion de los pacientes usada para cada estudio.

Liu y colaboradores usaron muestras de pacientes en estados II/IIl como grupos control
mientras que en el andlisis realizado en esta tesis se presentan muestras estratificadas
incluyendo de forma separada los grupos de estado II y III/IV, y usando como
referencia para el andlisis controles jovenes. Otra diferencia entre ambos estudios es la
region del cerebro analizada, mientras que Liu y colaboradores utilizaron la corteza, en
esta tesis se utiliza el hipocampo. En este sentido, un estudio recientemente publicado
coincide con los resultados presentados, aunque con un nimero menor de pacientes
analizados. En dicha publicacion los autores muestran que VEGF muestra un perfil de
expresion similar en el cerebro de pacientes de Alzheimer al que se muestra aqui para
HIFlo (Tang, Mao et al. 2013). Por otra parte, la acumulaciéon de HIFla no se
encuentra regulada s6lo por la hipoxia, sino también por estimulos inflamatorios. El
hecho de que se observe una caida de HIF1a o de sus dianas (VEGF) en los grupos que
se corresponden con estados avanzados de la enfermedad y por tanto de mayor estado
inflamatorio (estados V/VI) sugiere de manera robusta que la expresion de HIF1a es
neuronal y que la muerte celular asociada a estos estados podria dar lugar o tener un

efecto sobre la reduccidn observada.

El hecho de que en el cerebro de pacientes de la enfermedad de Alzheimer junto al
proceso inflamatorio asociado a la patologia se desarrolle un ambiente hipodxico, tal
como sugiere el andlisis de los niveles de HIF1a presentado, permite plantear que los
resultados obtenidos y el modelo propuesto para el animal APP/PS1 podrian ser
interesantes en el conocimiento de la patologia humana. De este modo, podrian
explicarse la comorbilidad observada entre patologias vasculares y enfermedad de
Alzheimer en los estudios epidemioldgicos realizados en pacientes con demencia, asi

como el mayor riesgo de desarrollar la EA en personas con problemas vasculares.
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Conclusiones




La hipoxia o el tratamiento con DMOG provocan una reduccion de la
proliferacion y de la quimiotaxis de la microglia in vitro, por lo que podria
tratarse de un proceso dependiente de las PHDs. Asi mismo, la ausencia de la
PHD?2 o la PHD3 dan lugar a un descenso del nimero de células en los cultivos
primarios. La microglia presenta ademds una alta sensibilidad al DMOG,
respondiendo de manera exacerbada a concentraciones bajas del inhibidor y

produciéndose la apoptosis de estas células a concentraciones normales de uso.

La hipoxia cronica en combinacion con la enfermedad de Alzheimer produce un
descenso de la capacidad proliferativa de la microglia in vivo, de la densidad de

esta en el cerebro, asi como una depopulacién de las placas de AB.

La hipoxia sostenida no modifica el metabolismo de AB, no produciendo
cambios en las enzimas relacionadas con la generacion o degradacion del

péptido AP, ni en la carga total de este.

La hipoxia cronica da lugar a un aumento del AP fibrilar soluble y a un cambio
en la distribucion de placas Thio-S, aumentando el namero de placas de pequefio

tamafio, lo que podria sugerir un aumento del numero de placas de novo.

La hipoxia cronica acelera la patologia de Alzheimer dando lugar a un aumento
del numero de neuritas distroficas y del dafio neuronal en la corteza, asi como

afectando a poblaciones neuronales en el hipocampo.

En los cerebros de pacientes con EA se produce una acumulacion del marcador
hipoxico HIF1a, por lo que los resultados obtenidos en el modelo de raton de
EA expuesto a hipoxia cronica podrian ser de interés para el conocimiento de la
patologia en humanos y poder de esta manera explicar la comorbilidad entre

patologias vasculares y enfermedad de Alzheimer.
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