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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa progresiva
caracterizada principalmente por agregados proteicos intracelulares (ovillos
neurofibrilares) y extracelulares (placas seniles o amiloides). Estos Ultimos estan
formados por un péptido de 39 a 43 aminoacidos, conocido como péptido p amiloide
(AB), el que se genera por protedlisis de la Proteina Precursora del Amiloide (APP).
Existen dos formas principales del péptido AB, una de 40 amino&cidos presente en
personas sanas, y otra de 42 aminoacidos, constituyente principal de las placas
observadas en pacientes de EA. Estas placas se forman a partir de la agregacion de
monomeros (M) que forman oligdmeros solubles (O), los que formarian posteriormente
protofibrillas y finalmente las fibras insolubles. La falta de correlacion entre el grado de
demencia y la cantidad de placas ha sugerido que los oligdmeros solubles podrian ser
los responsables de los sintomas iniciales. Si bien no estan claros los blancos
especificos del péptido AB, uno de los principales candidatos son las sinapsis
excitatorias que responden a glutamato. Estas sinapsis poseen una especializacion de
membrana conocida como densidad postsinaptica (DPS), estructura que contiene a los
receptores para neurotransmisores y proteinas asociadas a la regulacién de la funcion
sindptica, agrupadas por proteinas de andamio. Dentro de los receptores para
glutamato, el R-NMDA es de gran importancia en procesos de memoria y aprendizaje,
y su actividad puede ser modulada por el receptor para neurotrofinas p75N™R. Este
receptor también esta contenido en la DPS, y participa tanto en sobrevida como en
apoptosis neuronal. Ademas, posee la capacidad de unirse a ligandos estructuralmente
no relacionados, entre los que se encuentra el péptido AP, postuldndose como

potencial blanco molecular del péptido.
Nuestra hipotesis es que El péptido AS en concentraciones nanomolares es capaz de

inhibir la actividad del R-NMDA en la DPS por interaccion con el receptor p75"R. Para

este trabajo, se obtuvieron DPS de corteza de rata adulta, las cuales fueron
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microinyectadas en ovocitos de Xenopus laevis. Estos ovocitos son sometidos a
estudios de fijacion de potencial con 2 electrodos (voltage clamp), y se midieron las
respuestas obtenidas con el agonista NMDA en presencia de distintas concentraciones
del péptido AB1-40(M) y AB1-42(M) y (O). En el caso del péptido AB1-42(M), se
observa una inhibicién a todas las concentraciones utilizadas, sin ser dependiente de la
dosis. Por otro lado, los péptidos AB1-40(M) y AB1-42(0) poseen efectos duales sobre
las corrientes de NMDA: a bajas concentraciones producen un efecto inhibitorio y a
altas concentraciones un efecto potenciador. En el caso del péptido AB1-40(M), la
inhibicion se logra usando una concentracion de 50 nM, mientras que en el caso del
AB1-42(0) se logra con una concentracion de 5 nM. En ambos casos la potenciacion
ocurre al usar una concentracion de 1 uM. Adicionalmente, el efecto AB1-42(0) esta
mediado por el receptor p75N'R, ya que el uso de un anticuerpo que produce pérdida de
funcién del receptor es capaz de revertir tanto el efecto inhibidor como potenciador del
péptido. Estos datos permiten confirmar que existe participacion del receptor p75N™R en
los efectos sinapticos causados por el péptido, especialmente sobre la actividad del R-

NMDA, apuntando al rol fisiolégico del péptido y su relacién con la patologia de la EA.
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Summary

Amyloid-B peptide in nanomolar concentration is able to modulate NMDAR
activity in PSD by interaction with p75N™® neurotrophin receptor

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative progressive pathology characterized
mainly by protein intracellular (neurofibrillary tangles) and extracellular (Amyloid
plagues) aggregates. The latter are formed by 39-43 aminoacids peptide, known as
amyloid  (AB), generated by proteolysis of Amyloid Precursor Protein (APP). There are
two principal forms, one of 40 aminoacids, present in healthy people, and other of 42
aminoacids, main constituent of plaques seen in AD patients. These plaques are
formed by aggregation of monomers (M), which form oligomers (O), then protofibrils
and finally insoluble fiber. The lack of correlation between grade of dementia and
number of plaques has suggested that soluble oligomers could be the responsible of
initial symptoms. Although there is no clarity about specific targets of AB peptide, one of
the most named are excitatory synapses activated by glutamate. These synapses have
a membrane specialization known as postsynaptic density (PSD), structure that
contains the neurotransmitter receptors and proteins associated with regulation of
synaptic function, grouped by scaffolding proteins. Between glutamate receptors,
NMDA-R has great importance in memory and learning process, and his activity can be
modulated by the neurotrophin receptor p75N™R. This receptor is also present in PSD
and participates in both survival and neuronal apoptosis. In addition, it has the ability to
bind ligands structurally unrelated, including AB peptide, postulating the p75N™R as a

potential molecular target of the peptide.

Our hypothesis is that Ag peptide in nanomolar concentration is able to inhibit R-NMDA
activity in PSD by interacting with p75"™R. For this work, we obtained PSD from adult rat
cortex, which were microinjected into Xenopus laevis oocytes. These oocytes were
subjected to 2-electrodes voltage clamp, and responses to agonist NMDA were
acquired in presence of different concentrations of AB1-40(M) and AB1-42(M) and (O).
In the case of AB1-42(M), inhibition was non dose-dependent. On the other hand, Ap1-
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40(M) and AB1-42(0) have dual effect on NMDA-R currents: at low concentrations the
peptides have an inhibitory effect and at high concentrations a potentiation effect. In the
case of AB1-40(M), inhibition is obtained using a concentration of 50 nM, whereas for
the AB1-42(0) is obtained with a concentration of 5 nM. In both cases, potentiation
occurs when a concentration of 1 uM is used. Additionally, the effect of AB1-42(O) is
p75N"R-mediated, because the use of loss-of-function antibody reversed both inhibition
and potentiation effect. These data allow us to confirm that there is participation of
p75NTR in synaptic effects caused by AP peptide, specially on NMDA-R activity,
pointing to the physiological function of the peptide and its relationship with AD
pathology.
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1. INTRODUCCION
1.1. La Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa que
afecta principalmente a la poblacion mayor de 65 afios, y que presenta la mayor
prevalencia de las demencias en la poblacion mundial (St George-Hyslop, 2000). La
EA fue descrita por primera vez en 1906, caracterizandose por la pérdida de funciones
cognitivas y memoria con demencia progresiva, que conlleva a la muerte del paciente
(Goedert & Spillantini, 2006).

Los marcadores histopatolégicos caracteristicos de la EA son depdsitos
proteicos intracelulares, llamados ovillos neurofibrilares, y depdsitos extracelulares,
conocidos como placas seniles o amiloides. Los ovillos neurofibrilares estan
compuestos mayoritariamente por una proteina accesoria de microtibulos denominada
proteina tau. En cambio, el constituyente principal de las placas seniles es el péptido -
Amiloide (AB), una proteina de 39 a 43 aminoacidos y un peso aproximado de 4 kDa.
Este péptido se forma por protedlisis a partir de un precursor de mayor tamafo, la
Proteina Precursora del Amiloide (APP, por Amyloid Precursor Protein), una
glicoproteina transmembrana codificada en el cromosoma 21 (Kamenetz et al, 2003).
La APP es procesada por una familia de proteasas denominadas secretasas, y el
producto de la protedlisis son péptidos de longitud variable. Las secretasas asociadas
en forma directa con la generacion del péptido AR son, en forma secuencial, la
secretasa B (también llamada BACE-1, por p-amyloid cleaving enzyme-1), y
posteriormente la secretasa y que genera el péptido AB, cuyo largo depende del sitio
de corte. Adicionalmente, existe la secretasa a, la cual actia antes que la secretasa v,
y corta en la zona del precursor que contiene la secuencia Ap, de forma que los
fragmentos solubles obtenidos no son téxicos, evitando la generacion del péptido AB
(De Strooper & Annaert, 2000; Reinhard et al, 2005). Se han encontrado 2 formas
principales del péptido AB: una forma de 40 aminoacidos (AB1-40), presente en liquido
cefalorraquideo y plasma de personas sanas; y una forma de 42 aminoacidos (AB1-
42), que por su mayor hidrofobicidad es méas propenso a formar agregados peptidicos,

encontrandose en altas concentraciones en las placas seniles de los pacientes con EA



y considerada la forma mas dafiina para el Sistema Nervioso Central (SNC) (Walsh &
Selkoe, 2007). Ademas del péptido AB, de la protedlisis de la APP se generan otros
fragmentos cuyas funciones estarian involucradas en sefializacion celular (Reinhard et
al, 2005; Findeis, 2007).

El péptido Ap sufre un proceso de agregacion progresivo que antecede a la
formacion de las placas seniles o amiloides caracteristicas de la EA. A partir de los
mondmeros solubles se forman oligdmeros solubles que pueden ir desde trimeros y
pentameros hasta pesos cercanos a los 48 kDa (dodecameros), también conocidos
como ADDL (por Ap-derived diffusible ligands; (Lambert et al, 1998; Hepler et al, 2006)
0 globuldbmeros (Nimmrich et al, 2008), siendo algunos de estos oligébmeros
caracterizados in vivo (Cleary et al, 2005; Shankar et al, 2007). En preparaciones in
vitro de estos oligdmeros, el grado de agregacion del péptido que se obtiene depende
criticamente del protocolo empleado. Se piensa que estos oligdbmeros posteriormente
se asocian para formar las protofibrillas (agregados insolubles), formando la “semilla”
que daria origen finalmente a las fibras amiloides de la placa observadas post mortem
en cerebros de pacientes con EA (Klein, 2002). Sin embargo, las causas precisas que
originan la acumulacion y posterior agregacion in vivo del péptido AB siguen sin
conocerse, aunque una proporcion creciente de la forma de 42 aminoacidos con
respecto a la de 40 favoreceria la agregacion (Findeis, 2007). Se han descrito
mutaciones en la APP cerca de los sitios de corte de las secretasas que aumentan la
cantidad de péptido Ap generado (segun la mutacion, se favorecen las dos formas si es
cerca del sitio de corte o0 solo la forma AB1-42 si es cerca del sitio y). Ademas existen
mutaciones en la misma secretasa y que aumentan la produccién del péptido AB1-42
(Walsh & Selkoe, 2007). Por otro lado, se ha descrito que personas con sindrome de
Down (trisomia del cromosoma 21) son mas susceptibles a mostrar signos clinicos
similares a la EA, debido a la presencia de una copia adicional del gen que codifica la
APP (Findeis, 2007; Venkitaramani et al, 2007). Sin embargo, la genética solo explica
una fraccion minoritaria de los pacientes que padecen la EA, quedando el mayor

porcentaje sin explicacion aparente.



1.2. Relacién entre péptido AB, plasticidad sindptica y aprendizaje

La acumulacion del péptido AB ha sido considerado como un factor clave en la
patogénesis de la EA, asociandose durante muchos afios la formacion de las placas
seniles con la muerte neuronal y los sintomas de la enfermedad (Hardy & Higgins,
1992). Sin embargo, se ha encontrado una falta de correlacion entre la abundancia de
placas seniles y el grado de demencia observado. Actualmente, multiples evidencias
apoyan la idea de que el péptido AB en su forma no fibrilar tiene efectos deletéreos
sobre el funcionamiento del SNC, afectando la morfologia y funcionalidad de las
neuronas (McLean et al, 1999; Hardy & Selkoe, 2002; Gong et al, 2003). Los
oligbmeros solubles del péptido AB, cuyas concentraciones aumentan en etapas
tempranas de la EA, serian los responsables de los sintomas iniciales (McLean et al,
1999; Mucke et al, 2000). La muerte neuronal asociada al péptido ha sido observada a
concentraciones en el orden uM (Yaar et al, 1997; Lambert et al, 1998; Deshpande et
al, 2006). A concentraciones mayores a 1 uM, el péptido AB1-40 formaria canales
ibnicos selectivos para cationes, los que ingresarian hacia el intracelular contribuyendo
a inducir muerte neuronal (Vargas et al, 2000; Alarcon et al, 2006). La diversidad de
formas solubles usadas en los diferentes estudios, sumado a la amplia escala de

concentraciones, podrian dar cuenta de la diversidad de efectos encontrados (Tabla 1).

Actualmente, se piensa que el blanco del péptido AB en su forma soluble, en
diversas formas oligoméricas, son las sinapsis (Walsh & Selkoe, 2007). Estas
interactlan directamente con las formas solubles del péptido (Lacor et al, 2004), lo que
se correlacionaria con disfuncion sinaptica y pérdida cognitiva. Dentro de los efectos
sindpticos descritos, el péptido AB degrada la proteina andamio de sinapsis
excitadoras, PSD-95 (Roselli et al, 2005), inhibe canales de calcio implicados en la
liberacién de neurotransmisor (Nimmrich et al, 2008), lleva a la disminucion de
receptores para glutamato en la membrana sinaptica (Snyder et al, 2005; Lacor et al,
2007) y a pérdida de sinapsis activas (Shankar et al, 2007). Sin embargo, no se sabe
con certeza cudles serian las proteinas capaces de interactuar directamente con el
péptido AB en las sinapsis. Se ha visto que el péptido colocaliza con receptores de L-

glutamato y marcadores de sinapsis excitadoras (Lacor et al, 2007; Shankar et al,



2007), pero no con sinapsis inhibidoras. Una interaccion directa se ha visto con el
receptor colinérgico del tipo a7 nicotinico (Wang et al, 2000a; Wang et al, 2000b). Sin
embargo, otros autores han descartado que el péptido AB pueda unirse a dicho
receptor, concluyendo que en realidad el péptido se uniria a lipidos de membrana
(Small et al, 2007). De esta forma, los receptores para AB en las sinapsis excitadoras

aln son desconocidos.

1.3. Las sinapsis glutamatérgicas

Las sinapsis glutamatérgicas son las sinapsis excitadoras mas abundantes del
SNC. Ocurren entre terminaciones nerviosas y espinas dendriticas, las que contienen
una especializacion de la membrana postsinaptica denominada densidad
postsinaptica (DPS, Figura 1). Esta estructura contiene los receptores postsinapticos
para L-glutamato y una gran cantidad de proteinas relacionadas con la regulacion de la
funcion sindptica como canales i6nicos, proteinas del citoesqueleto, proteinas de
adhesion intercelular y enzimas como quinasas y fosfatasas de proteinas (Kennedy,
2000; Sheng, 2001). Todas ellas se encuentran agrupadas en complejos multiproteicos

a través de interaccién con proteinas andamio.

Los receptores glutamatérgicos se clasifican en dos familias: Receptores
metabotrépicos, que actlian acoplados a proteina G, y receptores ionotropicos que son
canales ionicos. Estos ultimos receptores se han clasificado segun la afinidad que
tienen por farmacos selectivos en: Receptores tipo AMPA (R-AMPA), sensibles a acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico; Receptores tipo KAINICO (sensibles a
acido kainico) y Receptores tipo NMDA (R-NMDA), sensibles a acido N-metil-D-
aspartico (Madden, 2002). El papel de los R-NMDA y R-AMPA en la plasticidad
sindptica esta bien caracterizado, siendo esenciales en procesos subyacentes a
aprendizaje y memoria (Xia et al, 1996; Liu et al, 2004; Massey et al, 2004). El presente
trabajo se centrara en el R-NMDA, un tetramero compuesto por 2 subunidades NR1,
de la cual existen 8 isoformas derivadas de un gen Unico, y 2 subunidades NR2, que
proviene de 4 genes distintos (NR2A, B, C y D). Cada una de estas subunidades
confiere caracteristicas funcionales y farmacoldgicas particulares al receptor (Cull-
Candy & Leszkiewicz, 2004; Lau & Zukin, 2007).
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Figura 1. Estructura de la DPS. (A) Esquema de la estructura de la DPS, en el que se
muestran los receptores para glutamato (R-AMPA, R-NMDA, R-Kai, mGluR1a), asociados a
proteinas de transduccion (CaMKII, nNOS, proteina G), ancladas a proteinas de andamio
(SAP90/PSD-95, GRIP, Homer) y de citoesqueleto (CRIPT, GKAP, ProSAP, etc.). (B)
Ampliacién de la DPS, donde se destaca la presencia de p75N™R en el complejo proteico que
contiene al R-NMDA (marcada en un circulo azul en (A)). (C) p75NTR necesita asociarse a
proteinas efectoras para transducir la sefial, produciendo una amplia variedad de efectos. (D)
Imagen de microscopia electrénica de la DPS (flecha), mientras que la terminacién presinaptica
gue contiene las vesiculas sinapticas se muestra con una estrella (tomado de (Kennedy, 2000).

El R-NMDA es permeable a iones sodio y calcio, y el influjo de este ultimo
permite activar cascadas intracelulares involucradas en los procesos de plasticidad
singptica subyacentes a memoria y aprendizaje (Collingridge et al, 1992; Rao &
Finkbeiner, 2007). Asi, los R-NMDA juegan un papel esencial en modelos celulares de



memoria y aprendizaje tales como la Potenciacion de Larga Duracion (LTP) y la
Depresion de Larga Duracion (Bliss & Collingridge, 1993; Liu et al, 2004; Massey et al,
2004; Miyamoto, 2006). El R-NMDA requiere de la presencia obligada de dos agonistas
para activarse: L-Glutamato se une a las subunidades NR2, mientras que D-Serina
interactta con las subunidades NR1 (Mothet et al, 2000). Adicionalmente, la actividad
del R-NMDA se encuentra regulada por fosforilacion/desfosforilacion (Westphal et al,
1999; Rycroft & Gibb, 2004) y S-nitrosilacion, proceso mediado por el éxido nitrico (NO)
(Choi et al, 2000; Takahashi et al, 2007).

Ademas de los receptores para L-Glutamato, la DPS contiene receptores para
neurotrofinas. Las neurotrofinas estimulan el crecimiento, sobrevida y diferenciacion de
las neuronas durante el desarrollo. Se conocen cuatro neurotrofinas en mamiferos:
NGF (Factor de Crecimiento Neuronal), BDNF (Factor Neurotréfico Derivado de
Cerebro), NT-3 (Neurotrofina 3) y NT-4 (Neurotrofina 4). De ellas, BDNF se expresa en
altos niveles en el SNC adulto y es liberada mayoritariamente en las sinapsis
(Hartmann et al, 2001; Kojima et al, 2001), donde modula la neurotransmision
glutamatérgica ejerciendo una funcion clave en plasticidad sinaptica (Korte et al, 1995;
Levine et al, 1998). Cuando se sintetizan las neurotrofinas, éstas forman parte de un
precursor proteico de mayor tamafio denominado pro-neurotrofina, el cual sufre
diversos cortes proteoliticos hasta llegar a su forma madura seidah (Seidah et al,
1996a; Seidah et al, 1996b)

Existen 2 tipos de receptores para neurotrofinas: la familia de receptores Trk y
el receptor p75NTR. La familia de receptores Trk (por Tropomyosin Related Kinase) son
proteinas tirosina quinasas transmembrana, formadas por 3 miembros (TrkA, TrkB y
TrkC). TrkA une a NGF, TrkB lo hace con BDNF y NT-4, y TrkC une a NT-3. La funcién
de los receptores Trk estd asociada al desarrollo y sobrevida neuronal (Reichardt,
2006).

El receptor p75N™R pertenece a la superfamilia de receptores TNF (Factor de
Necrosis Tumoral). Estructuralmente, posee un dominio extracelular que contiene

cuatro motivos ricos en cisteina y en su segmento intracelular un dominio de muerte



celular. Aunque carece de un dominio con actividad catalitica intrinseca (como en el
caso de los receptores Trk), se ha visto que el receptor p75N™R est4 asociado con una
bateria de proteinas efectoras que realizarian la transduccion de la sefal (Reichardt,
2006), Figura 1). Inicialmente, el receptor p75N™R fue descrito como un receptor de baja
afinidad para NGF, pero se ha visto que es activado con afinidad similar por todas las
neurotrofinas y también por sus las pro-neurotrofinas. Efectos fisiol6gicos antagdnicos
de p75N™R dependen de la via intracelular que se activa en cada caso, lo que a su vez
depende de su localizacién subcelular como del tipo celular (Heerssen & Segal, 2002):
por ejemplo, la activacién del factor NF-xB estimula la sobrevida neuronal, mientras
que la activacion de c-Jun (a través de JNK) estimula apoptosis (Dechant & Barde,
2002; Reichardt, 2006). Recientemente, se ha visto que p75"™R esta presente en la
DPS, donde cumple funciones regulatorias de la actividad sinaptica inhibiendo al R-
NMDA y formando un complejo macromolecular con este receptor a través de
interaccion con la proteina andamio PSD-95 (Sandoval et al, 2007). Ademas, en dicho
complejo también se encuentra la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS, de Nitric Oxide
Sinthase) la cual interactda con la proteina PSD-95 (Brenman et al, 1996).

Adicionalmente, p75N™R también interactla con proteinas estructuralmente no
relacionadas, tales como un fragmento de la proteina prion (PrP 26-106; (Della-Bianca
et al, 2001) y el péptido AB con afinidad nanomolar (Ko = 23 nM) (Yaar et al, 1997;
Teng & Hempstead, 2004). Existe evidencia adicional respecto a que algunos de los
efectos del péptido AR estarian mediados por el receptor p75N™R (Yaar et al, 1997;
Kuner et al, 1998; Coulson, 2006; Sotthibundhu et al, 2008). Sin embargo, no se sabe
si la interaccion de AB con p75NTR requiere de la presencia de co-receptores, asi como
la forma del receptor al cual se une el péptido (mono, di o trimérica). Asimismo, la

conformacion de péptido que se une al receptor p75N™R se desconoce.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado una metodologia que permite
registrar corrientes iénicas en DPSs aisladas mediante fraccionamiento subcelular
desde telencéfalo de ratas. Esta preparacion sinaptica permite realizar estudios
bioquimicos y electrofisiol6gicos. Por ejemplo, la funcionalidad de los canales i6nicos

presentes en DPSs se pueden estudiar en un microambiente semejante al que existe
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en forma natural en las neuronas, ya que las DPSs son inyectadas en ovocitos de
Xenopus laevis, incorporandose a su membrana. Las corrientes idnicas presentes en
DPS se registran mediante la técnica de fijacién de potencial con dos electrodos. Con
esta herramienta experimental, es posible estudiar la regulacién de las corrientes
mediadas por los receptores glutamatérgicos ionotrépicos por distintos agentes, como
lo es el péptido AR y nos permite poner a prueba la participacion de p75N™ en un

posible efecto.

En resumen:

1. El péptido AB es capaz de afectar la morfologia y funcionalidad de las
sinapsis glutamatérgicas.

2. El receptor p75N™R se encuentra en las DPSs y es capaz de inhibir la
actividad del receptor para glutamato tipo NMDA.

3. Elreceptor p75N™R es capaz de unir, entre otros ligandos, al péptido AB.

Con todos estos antecedentes, podemaos formular la siguiente hipoétesis:



2. HIPOTESIS

El péptido A en concentraciones nanomolares es capaz de inhibir la actividad

del R-NMDA en la DPS por interaccion con el receptor p75NR.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:
- Estudiar si el péptido AB1-40 y AB1l-42 en sus estados monomérico y

oligomérico regula la actividad del R-NMDA en forma dependiente de p75NTR.

3.2. Objetivos Especificos
- Establecer las dosis de NMDA capaces de activar al R-NMDA en DPSs
presentes en la membrana celular de ovocitos de Xenopus laevis
microinyectados con DPSs.
- Evaluar el efecto de un ligando para p75N™R, como proNGF, sobre las
corrientes mediadas por el R-NMDA.
- Evaluar la participacion de NOS o de Fosfatasas en la accién de p75NR,
- Estudiar el efecto del péptido Ap1-40 y AB1-42 en sus formas monoméricas
sobre las corrientes de NMDA.
- Preparar péptido AB1-42 oligomérico no fibrilar.
- Estudiar el efecto del péptido AB1-42 en su forma oligomérica (AB1-42(0))
sobre las corrientes de NMDA.
- Evaluar la participacion del receptor p75N™R en el efecto mediado por el péptido
AB1-42(0).



Tabla 1. Efectos del péptido AB.

Referencia

Hallazgo

Forma de Ap*

Concentracioén

(Yaar et al, 1997)
(Kuner et al, 1998)

(Lambert et al, 1998)
(Wang et al, 2000b)
(Tong et al, 2001)

(Lacor et al, 2004)
(Cleary et al, 2005)

(Demuro et al, 2005)

(Snyder et al, 2005)

(Susen & Blochl, 2005)

(Deshpande et al, 2006)

(Shankar et al, 2007)
(Lacor et al, 2007)
(Nimmrich et al, 2008)
(Shelat et al, 2008)
(Sotthibundhu et al, 2008)

Apoptosis neuronal via p75N™R

Apoptosis via p75NTR / Activacion de NFkB
Muerte celular e Inhibicién de LTP

Union de AB1-42 a a7nAchR

Disminucién en activacion de CREB / Menor expresion
de BDNF

Union de oligbmeros a sinapsis
Déficit cognitivo (conductual)

Aumento del Ca*? intracelular y de la permeabilidad de
membrana

Disminucion de R-NMDA sinaptico dependiente de
Receptor Nicotinico a-7

Activacion de p75NTR, Ras-ERK y formacion de neuritas

Muerte celular y Alteracion en funciéon mitocondrial

Pérdida de dendritas y sinapsis activas
Disminucién de R-AMPA (sinaptico)
Inhibicién corrientes Ca*? tipo P/Q

Aumento de ROS por activacion de R-NMDA
Muerte Neuronal a través de p75N™®

1-40(0) <14kDa
1-40

1-42(0) 17-42 kDa
1-42 (¢, M?)
1-42(0) y Fibrilar

1-42(0) 10-100 kDa
1-42(0) di-y trimeros (SN)

1-42(0) 90 kDa

1-42(SN)

1-40 y 1-42 (O)

1-42(0) 90 kDa y ADDL
Di- y trimeros (SN)
1-42(0)

1-42(0) 48 kDa
1-42(0)

1-42(0)

0,1 uM
12,5uM

5nM produce >20% Muerte Celular
0,5 uM inhibe LTP

nMy pM (segun especie)

5-10 uM (Fibrilar)
0,1 uM (O)

500 nM
1-2 nM

0,6 ng/ml (200 nM)

1uM

25nM

5 uM Muerte
0,1 uM Disfuncién mitocondrial

100-300 pM
1uM

8 nM
0,5uM
5-20 uM

*M = Monomérico; O = Oligomérico; SN = Sintesis Natural, concentracién variable.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Obtencién de Densidades Postsinapticas

Las Densidades Postsingpticas (DPSs) fueron preparadas segun el método
descrito por (Carlin et al, 1980) y modificado segun (Wyneken et al, 2001); Figura 2).
Para cada preparacion, se obtuvieron los telencéfalos de 12 ratas macho Sprague —
Dawley adultas (8 a 12 semanas) y se colocaron inmediatamente en 5 mL/gth (gramo
tejido humedo) de tampdn de homogenizacién (Sacarosa 0,32 M, EGTA 0,5 mM, Tris-
HClI 5 mM pH 7,4) suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas
(Complete, Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Boehringer Mannheim). Toda la
preparacion se realiz6 en frio, entre 0 y 4°C. Las cortezas se picaron con tijeras de
acero inoxidable y se homogenizaron en homogenizador vidrio-teflén. El homogenizado
se centrifugé a 1.000 x g por 10 min., se lavé el sedimento (Pi) en tampén de
homogenizacién y se volvié a centrifugar a 700 x g por 10 min. Se recuperaron los
sobrenadantes (Si:), que se centrifugaron a 12.000 x g por 20 min. La porcién
sedimentada (P2) se resuspendié en un volumen final de 1 mL/gth de solucién de carga
(sacarosa 0,32 M, EGTA 0,5 mM, Tris-CI 5 mM pH 8,1), se homogeniz6 en
homogenizador vidrio-teflén, y se cargé sobre una gradiente discontinua de sacarosa 1
M/1,2 M en Tris-Cl 5 mM pH 8,1 (4 mL por fase), con el fin de separar el material por
sedimentacién a equilibrio. La gradiente se centrifugd a 250.000 x g por 60 min.
Después de la centrifugacion, se recolectd la interfase entre sacarosa 1 M/1,2 M
enriquecida en sinaptosomas o0 botones presinapticos resellados y unidos a espinas
postsinapticas. Se descart6 el sedimento (compuesto principalmente por mitocondrias)
y la interfase superior (sacarosa 0,32 M/1 M), compuesta principalmente por mielina). A
continuacién, los sinaptosomas fueron sometidos a un shock hiposmético, agregando a
la interfase colectada 10 volimenes de tampén de lisis (EGTA 0,5 mM, Tris-HCI 5 mM
pH 8,1), incubando la mezcla durante 30 min. sobre hielo con agitaciébn suave.
Posteriormente, el material se centrifugd a 33.000 x g por 30 min., y el precipitado
resultante se resuspendié nuevamente en un volumen final de 1 mL/gth de solucién de
carga, se homogenizé en homogenizador vidrio-teflén, y se carg6 sobre una gradiente
de sacarosa discontinua idéntica a la anterior, que se centrifugd a 250.000 x g por 60
min. para luego recuperar el material presente en la interfase 1 M/1,2 M,

correspondiente  a membranas sinapticas. Las membranas sinapticas son
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sinaptosomas que carecen de organelos intracelulares, los cuales fueron liberados por
el shock hiposmético. Estas se sometieron a extraccion con el detergente no ionico
Tritén diluyendo la fraccion hasta 6 ml/gth con sacarosa 0,32 M, Tris-Cl 5 mM pH 8,1,
para luego agregar un volumen igual de sacarosa 0,32 M, CaCl, 0,025 mM, Triton ® X-
100 1%, DTT 2 mM, Tris-Cl 5 mM pH 8,1. Después de centrifugar a 33.000 x g por 30
min., el sedimento se lavé con HEPES-Na 50 mM pH 7,4 y se centrifugd a 200.000 x g
por 10 min. El precipitado obtenido corresponde a las DPSs y es resuspendido en 0,2
mL/gth de HEPES-Na 50 mM pH 7,4. El material obtenido es fraccionado en alicuotas
de 30 ug para ser usado en experimentos electrofisiolégicos. Estas fracciones son
congeladas rapidamente en un bafio de N: liquido y almacenadas a -80 °C hasta su

uso.

4.2. Extraccion de ovocitos de Xenopus laevis

Hembras maduras Xenopus laevis fueron anestesiadas con Benzocaina (0,02%
final) de manera de extraer pequefias porciones de ovario, el que fue tratado con
colagenasa 0,5 mg/mL en solucion OR-2 (NaCl 82 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 1 mM,
HEPES 5 mM pH 7,6) por 90 min. a temperatura ambiente, tiempo al cual los ovocitos
fueron lavados con solucion OR-2 (3 a 4 veces). De los ovocitos aislados se
seleccionaron aquellos en estadios V y VI de maduracion, y se llevaron a una placa
con solucion Barth (NaCl 88 mM, KCI 1 mM, Ca(NO3), 0,33 mM, MgSO4 0,82 mM,
NaHCO; 2,4 mM, HEPES 10 mM pH 7,4) suplementada con penicilina 100 U/mL, hasta

su posterior uso (Figura 3).

4.3. Microinyeccion de DPSs en ovocitos de Xenopus laevis

Los ovocitos seleccionados fueron microinyectados con 150-200 ng de DPSs,
usando un microinyector electrénico (World Precision Instruments, WPI) y mantenidos
en solucién Barth a 17° C hasta su utilizacion para registros electrofisiol6gicos (Figura
3). Enlos casos en que se indican, las DPSs fueron incubadas por 1 hora a 4°C antes
de la microinyecciéon en ovocitos con un anticuerpo de pérdida de funcién anti-p75N™R
denominado REX, generado contra el dominio extracelular de p75N™® (donado
gentiimente por el Dr. Louis Reichardt, San Francisco, California) usado a una

concentracion final de 0,05 pg/ul.
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Figura 2. Esquema de purificacion de DPS a partir de cortezas de rata adulta.

4.4. Registros electrofisiolégicos.

Las corrientes totales de membrana de ovocitos fueron registradas a
temperatura ambiente (20°C) 12 a 16 horas posteriores a la inyeccion de DPS,
siguiendo el protocolo descrito anteriormente por (Aleu et al, 1999). Los ovocitos,
depositados en una camara perfundida con 500 uL de solucién Ringer de registro
(NaCl 115 mM, KCI 2 mM, BaCl; 1,8 mM, HEPES-Na 5 mM pH 7,4), fueron registrados
mediante la técnica de fijacion de potencial por 2 electrodos (Voltage Clamp), usando
un amplificador OOCYTE CLAMP OC-725C (Warner Instruments). Las corrientes

activadas por el agonista NMDA (Tocris) fueron digitalizadas usando una interfase
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anélogo-digital Powerlab 4/25T (ADInstruments Pty Ltd.), visualizadas y almacenadas
en un computador mediante el programa SCOPE (ADInstruments Pty Ltd.). Para los
experimentos en presencia de APV (Tocris), proNGF (Alomone), y de los péptidos Ap1-
40 y 1-42 (Biopeptide Co, Inc), éstos fueron adicionados al bafio 1 min. antes de la
aplicacion del agonista. En los experimentos en presencia de Fluoruro de Sodio (NaF)
y No-Nitro-L-Arginina (L-NNA, Sigma), éstos fueron aplicados 2 min. antes de la

aplicacion del agonista (1 min. antes de aplicar proNGF).

Extraccion de Inyeccién de
ovocitos ; DPSs
_> _>
D0 )e

Xenopus laevis

12-16 horas
después de la
inyeccion

Fijacion de Potencial
Registro de corrientes activadas por
NMDA

Figura 3. Esquema de obtencién de ovocitos y posterior inyecciéon de DPSs.
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4.5. Andlisis de datos electrofisioldgicos

Las corrientes totales de membrana activadas por NMDA en presencia y
ausencia de los distintos farmacos y proteinas utilizados, fueron analizadas utilizando
el programa Origin (OriginLab Corporation). Los pardmetros calculados se muestran en
la Figura 4. Los datos de la fase de activacion de la curva de corriente fueron ajustados

a una funcién de Boltzmann del tipo y:%+Az, donde A; es el valor de la
+ e

corriente basal (antes del estimulo) y A, es el valor de la corriente maxima, desde
donde se obtuvo el maximo de corriente 0 lyeak= A1-Az. La constante de activacion o t
corresponde al tiempo en el cual se obtiene un 67% de la corriente maxima. Para la
fase de inactivacion se calcul6 el tos, que corresponde a la diferencia de tiempo entre
lpeak Y SU decaimiento hasta la mitad de lpeak (los). También se calculd el area bajo la
curva o integral de corriente | durante 1 min. posterior a la aplicacién de NMDA, lo que

refleja el total de corriente conducida por el R-NMDA durante ese tiempo. Para todos

INMDN%

los graficos se consider6 como razén de cambio a la fraccion RC = , donde

NMDA
Invpa+x €S la respuesta a NMDA en presencia de farmacos y/o péptidos y Invoa €s la

respuesta a NMDA.

En los experimentos de dosis respuesta para NMDA (5, 10, 25, 50, 100 y 200
uM), se graficé la razén de cambio en la Integral de corriente | respecto a una

concentracion de referencia (100 uM) y los puntos obtenidos se ajustaron a una funcién

n

X

de Hill de la forma y=1_ x , donde Imax €s la saturacion del R-NMDA (o la

K," +x"
maxima respuesta en presencia de agonista), K, es la constante de activacién (la

concentracion de NMDA donde se logra el 50% de la respuesta maxima) y n es el

coeficiente de Hill.
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Figura 4. Representacion grafica de una corriente mediada por el R-NMDA en ovocitos
inyectados con DPSs. La flecha en la parte superior indica la aplicacion del agonista. La linea
roja corresponde al ajuste de los datos de la fase de activacién a la ecuacién de Boltzmann. El
area bajo la curva (amarillo) corresponde a la Integral de corriente. Los cortes en el eje x indican
el periodo de lavado del ovocito con 10 volumenes de solucién de registro. Barra vertical: 20 nA;
barra horizontal: 25 segundos.

4.6. Anédlisis Estadistico

En todos los experimentos se calcularon los promedios y los datos se
presentaron como media + error estandar. La significancia estadistica se calculd
usando el test de t de student mediante el programa GraphPad InStat (GraphPad
Software Inc.). Se consideraron como datos no significativos aquellos que obtuvieran

un valor de p>0,05.

4.7. Preparacion del péptido B-Amiloide

Para obtener el péptido AB en su forma monomérica (ABM), el péptido liofilizado
fue disuelto en DMSO puro hasta una concentracion de 2,5 mM, fraccionado y
mantenido a -20°C hasta su uso. El dia del registro, el péptido es diluido en solucién de

registro hasta 200 uM, el cual se conserva a 4°C, evitando su congelacion.

16



Para obtener las formas oligoméricas, se utilizaron 2 métodos:

[. Método 1 (ABO1):

Preparado segun protocolo del Laboratorio de Neurociencias de la Dra. Rommy von
Bernhardi (PUC), el péptido liofilizado es disuelto en DMSO puro hasta una
concentracion de 5 mM. Luego se adiciona medio de cultivo DMEM/F12 hasta una
concentracion de 100 uM. Esta mezcla es incubada con agitacion a 4°C por 24 hrs.
y posteriormente se centrifuga a 14.000 x g por 10 min. El sobrenadante obtenido

contiene oligébmeros solubles, lo que fue chequeado por Western Blot.

[I. Método 2 (ABO2):

Segun lo descrito por Demuro et al (2005), el liofilizado es disuelto en una mezcla
acetonitrilo al 50% en agua, es alicuotado y los tubos son secados a temperatura
ambiente por 2 horas hasta eliminar el solvente, obteniéndose cristales
transparentes. Luego se adiciona 100 pL de Hexafluoroisopropanol (HFIP),
dejandolo a temperatura ambiente por 10 a 15 min.s. Luego la mezcla se traspasa
en forma lenta, sin formar burbujas para evitar la formacion de fibras, a un tubo
limpio con 400 pL de H»O bidestilada estéril. El tubo (cuya tapa tiene pequefias
perforaciones) se lleva a agitacién bajo campana para evaporar el HFIP durante 24

a 36 horas para obtener asi la solucién con oligémeros solubles.

Para determinar la concentracion de proteina se utiliz6 el método de

cuantificacién por Acido Bicinconinico, utilizando Albumina sérica de bovino (BSA)

como patron para la curva de calibracion (Smith et al, 1985). La presencia de

oligbmeros se cheque6 mediante western blot y tincion de geles de poliacrilamida con

Azul de Coomassie.

4.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes y

Western Blot del péptido AB1-42.

Los péptidos obtenidos fueron sometidos a electroforesis en condiciones

denaturantes no reductoras en geles de acrilamida al 16%, cargando 2 pg de péptido

por carril y utilizando diferentes tampones para la cAmara anddica (Tris-HCI 0,2 M pH
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8,9) y catddica (Tricina 0,1 M, Tris-HCI 0,1 M pH 8,25, SDS 0,1%) (Schagger, 2006).
Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie o transferidos a una membrana de
nitrocelulosa para western blot. La deteccién en este ultimo caso se llevo a cabo

utilizando un anticuerpo contra el péptido AB1-42 (Chemicon).
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5. RESULTADOS
5.1. NMDA activa al R-NMDA en ovocitos inyectados con DPSs.

La aplicacion del agonista NMDA al bafio de registro produce corrientes de
entrada en ovocitos microinyectados con DPSs. Estas corrientes son reproducibles en
el tiempo tras aplicaciones consecutivas del agonista a una misma concentracion,
luego de lavados con solucion de registro entre cada aplicacion (Figura 5A). Al aplicar
distintas concentraciones de NMDA, se observaron respuestas dosis dependientes
(Figura 5B). Utilizando la integral de corriente | de cada respuesta y se construyé una
curva de dosis-respues utilizando una concentracion de NMDA de 100 uM como
referencia (Figura 5D), debido a que se ha utilizado esta concentracion de NMDA en
trabajos anteriores, donde se estudiaban ovocitos que expresaban subunidades
recombinantes del R-NMDA (Meguro et al, 1992; Ishii et al, 1993). De los datos
ajustados a la ecuacion de Hill, se obtiene un valor para la constante de activacion K,
de 59,02 uM (ES * 8,46 uM) y un coeficiente de Hill de 2,8 (ES + 0,89), implicando
cooperatividad positiva en la union entre el agonista y el receptor. Al aplicar 100 uM del
agonista, se obtiene un 93% de la respuesta maxima (Imax) del receptor, avalando el
uso de esta concentracion para los experimentos posteriores. Ovocitos no inyectados o
inyectados con HEPES-Na 50 mM no muestran respuesta a la aplicacion de NMDA

100 uM (no mostrado).

Por otro lado, la incubacion por 1 min. con APV a una concentracion de 200 uM,
un inhibidor competitivo del R-NMDA, previo a la aplicacion del agonista, bloqueé la
corriente de entrada generada por la aplicacion de NMDA (Figura 5C). Esta inhibicién
de la respuesta es revertida tras el lavado del ovocito con solucion de registro. Todos
estos antecedentes muestran que las corrientes de entrada registradas estan

especificamente mediadas por el R-NMDA.

5.2. proNGF produce inhibicién del R- NMDA por interaccidon con el receptor para
neurotrofinas p75N™R.

Luego quisimos averiguar si p75N® tiene algun efecto sobre el R-NMDA, para lo
cual se utilizé un ligando que no interactta con el receptor TrkB, el otro receptor para

neurotrofinas que se sabe esté presente en DPS. Para estudiar esto, preincubamos los
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ovocitos con proNGF 150 ng/mL por 1 min. previo a la adicion de NMDA,

+

observandose una inhibicion en la corriente total (razobn de cambio 0,63 + 0,039;
p<0,001; n=12; Figura 6A y C) y en la amplitud (razén de cambio 0,69 + 0,051;
p<0,001; n=12; Figura 6D), siendo este efecto reversible al lavar el ovocito con solucion
de registro. Ademas, proNGF produce una disminucién en el tiempo de inactivacion
(reflejado en el valor de tos; razén de cambio 0,75 + 0,062; p<0,005; n=12), sin afectar
la constante de activacion 1 (Tabla 2). Experimentos adicionales realizados en nuestro
laboratorio indican que esta inhibicién es dosis dependiente, con una inhibicibn maxima
del 72% y una constante de inhibicion aparente de proNGF (K;) de 11.8 ng/mL (0.36
nM) (Sandoval et al, 2007). Para inactivar p75N™R, se utilizd un anticuerpo generado
contra la porcion extracelular del receptor (REX), produciendo una pérdida de la
funcion del receptor (Mischel et al. 2001), el cual fue preincubado con las DPSs antes
de ser inyectados a los ovocitos. En este caso, la inhibicion del R-NMDA por proNGF
se pierde (razén de cambio 0,997 + 0,034; n=6; p<0,0001; Figura 6B y C), indicando
gue proNGF actla via p75N'R,
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Figura 5. NMDA induce corrientes especificas en forma dependiente a la dosis en
ovocitos inyectados con DPSs. (A) Trazos de corriente representativos de 3 aplicaciones
consecutivas de NMDA (100uM) a un mismo ovocito. (B) Trazos de corriente para 3
concentraciones de NMDA (25, 50 y 100uM) aplicado a un mismo ovocito. (C) Las corrientes
activadas por NMDA (100 uM) son bloqueadas por el inhibidor competitivo APV (trazo central), y
el efecto es revertido luego del lavado con solucidn de registro (trazo derecho). (D) Curva de
dosis respuesta a NMDA en ovocitos microinyectados con DPSs.
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Figura 6. proNGF produce una inhibicién en las corrientes activadas por NMDA a través
de la interaccion con el receptor p75N™R. (A) Trazos de corriente que muestran el efecto
inhibitorio de la incubacion con proNGF (150ng/mL) sobre las respuestas mediadas por NMDA.
(B) EIl efecto de proNGF es revertido por la uso del anticuerpo dirigido contra p75NTR (REX)
preincubado con las DPSs en forma previa a la microinyeccion. (C) y (D) Promedio de las
razones de cambio de la integral de corriente (C) y amplitud (D) en presencia de proNGF (150
ng/mL) para ovocitos inyectados con DPS con y sin preincubar con el anticuerpo REX.
**p<0,005 ***p<0,001.

5.3. La inhibicibn del R-NMDA ocurre por s-nitrosilacion pero no por
defosforilacion.

Se decidio evaluar la participacion de fosfatasas que pudieran participar en la
inhibicion del R-NMDA mediada por p75N™R. Para ello se utiliz6 NaF, un inhibidor
general de fosfatasas de serina/treonina (Shenolikar & Nairn, 1991). La aplicacion de 1
uM de NaF previo a la adicion de proNGF no produjo reversion alguna del efecto de la

proneurotrofina (Razén de cambio 0,72 + 0,063; p<0,05; n=5; Figura 7).
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T

tos

Péptido | Concentracion| n | Promedio + ES | p | Promedio £ ES Promedio tES | p
10 nM 4| 0,760+ 0,108 0,929 « 0,096 0,686 « 0,176
50 nM 7| 07740085 | *| 08680121 1,077 £0,172
AB1-40 100nM__ |11] 0,895 + 0,095 0,919 + 0,106 1,259+ 0,139
(M) 250 nM 4| 0,994 +0,067 0,791 + 0,001 0,861 + 0,227
500 nM 5| 1,038+ 0,109 1,013 +0,104 0,837 « 0,092
1 pM 6 | 1.310+0,041 |*| 0946+0,170 1,072 £ 0,252
50 nM 5| 0790+0,073 | *| 0,900+ 0,033 0,989 + 0,219
100 nM 7| 0838+0,037 || 0,682%0,097 1,435 + 0,180
A%')“Z 250 NM 5| 0588+0,115 | * | 0,653+0,120 0,829 = 0,199
500 NM 5[ 0774+0,052 | * | 0,651+0,130 1,152 + 0,249
1M 6| 07730132 0,790 = 0,062 0,883 = 0,182
1nM 5| 0,809 0,098 1,002 + 0,156 1,456 + 0,474

5 nM o[ 0523+0,000 || 1,212+0,169 0,689 +0,124 | *
10 nM 10| 07070072 |*| 1,110+0,164 1,267 + 0,345
A[zé')“z 50 nM 4| 0,859+0,219 1,110 £ 0,164 1,253+ 0,181
100 nM 5| 0,956 « 0,068 1,334+ 0,218 1,411 + 0,283
500nM _ |10| 1,008 +0,118 0,834 + 0,088 3,037 + 1,688
1M 6| 3212+0853 | * | 1,010+0,077 1,542 + 0,321

oroNGF | 150 ng/mL | 12| 0,629+0,039 [*+| 1.127+0,137 0,692 + 0,051 |**

Tabla 2. Datos de |, t y tos obtenidos para proNGF (150ng/mL) y los péptidos AB1-40(M), AB1-
42(M) y AB1-42(0) a las concentraciones usadas. *p<0,05 **p<0,01; ***p<0,001

Otra alternativa de regulacion del R-NMDA es la s-nitrosilacién, para lo cual se

utilizé L-NNA, un inhibidor competitivo de la NOS. Al aplicar 1 uM de L-NNA previo a la

aplicacion de proNGF, la inhibicion observada es revertida, tanto para la Integral

(Razén de cambio 0,980 + 0,144; n=7; p<0,05), como para la Amplitud (Razén de

cambio 0,939 + 0,073; p<0,005; Figura 8). L-NNA aplicado no produjo efecto alguno
sobre la actividad del R-NMDA (Razén de cambio 0,939 + 0,073; p<0,005), por lo que

podemos afirmar que en la inhibicion del R-NMDA mediada por p75"™R hay

participacion de NOS.
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Figura 7. Fosfatasas no participan del efecto de p75N™R. (A) Registro representativo del R-
NMDA en presencia proNGF (150ng/mL), L-NNA (1 uM) y L-NNA con proNGF. (B) y (C)
Promedio de las razones de cambio de la integral de corriente (B) y de la amplitud (C) en la
respuesta a NMDA en ovocitos incubados proNGF, L-NNA y proNGF preincubado con L-NNA.

*p<0,05, *p<0,005, ***p<0,001.
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Figura 8. NO participa en la inhibicion mediada por p75N™R. (A) Registro representativo del
R-NMDA en presencia proNGF (150ng/mL), L-NNA (1 uM) y L-NNA con proNGF. (B) y (C)
Promedio de las razones de cambio de la integral de corriente (B) y de la amplitud (C) en la
respuesta a NMDA en ovocitos incubados proNGF, L-NNA y proNGF preincubado con L-NNA.

*p<0,05, *p<0,005, ***p<0,001.
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5.4. ElI péptido AB1-40 monomérico produce efectos opuestos y dosis
dependientes sobre el R-NMDA en ovocitos.

Al igual que proNGF, el péptido AB en estado monomérico se aplico a los
ovocitos 1 min. previo a la adicion de NMDA. Sorprendentemente, Ap1-40(M) produjo
una inhibicion de las corrientes totales a concentraciones menores a 100 nM, mientras
gue a concentraciones mayores de 250 nM el péptido produjo un efecto potenciador
(Figura 9B). Estos efectos son significativos a concentraciones de 50 nM (razén de
cambio 0,77 + 0,08; n=7; p<0,05; Figura 9A trazo superior) y 1 uM (razén de cambio
1,31 + 0,04; n=6; p<0,005; Figura 9A trazo inferior). La razén de cambio de la amplitud
méxima de corriente (lpeak) también muestra una inhibicién a 50 nM (Razon de cambio
0,84 £ 0,04; p<0,05) y una tendencia a la potenciacion a 1 uM (Figura 9C). Para los
valores de la constante de activacion T no se observa un efecto significativo, lo mismo

que para el valor de tos (Tabla 2).

Por su parte, el péptido AB1-42(M) indujo una inhibicibn en las corrientes
mediadas por el R-NMDA a todas las concentraciones usadas menores a 1 pM. (Figura
10A y B), lo que también se manifiesta a nivel de lyea, @ excepcion de 50 nM, efecto
gue no fue significativo. (Figura 10C). También en este caso, la inhibicion se pierde al
aplicar 1 uM de péptido (Figura 10B y C). Asimismo, se observa una disminucion
significativa en los valores de t para casi todas las concentraciones usadas, pero no

se observan cambios en el valor de tos a ninguna concentracion (Tabla 2).
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Figura 9. El péptido AB1-40(M) produce un efecto dual dependiente de la concentracion
sobre las respuestas mediadas por el R-NMDA. (A) Registros representativos del R-NMDA
en presencia de distintas concentraciones del péptido Ap1-40 (M). (B) y (C) Promedio de las
razones de cambio de la integral de corriente (B) y de la amplitud (C) en la respuesta a NMDA
en ovocitos incubados con el péptido AB1-40(M) durante 1 min. previo a la aplicacién del
agonista. *p<0,05 ***p<0,001.
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Figura 10. El péptido AB1-42(M) inhibe la respuesta mediada por NMDA. (A) Trazos
representativos de las respuestas activadas por NMDA en presencia de diferentes
concentraciones de péptido AB1-42(M). (B) y (C) Promedio de las razones de cambio de la
integral de corriente (B) y de la amplitud (C) en la respuesta a NMDA en ovocitos incubados con
distintas concentraciones del péptido AB1-42(M) durante 1 min. previo a la aplicacion del
agonista. *p<0,05 **p<0,005.
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5.5. Efecto de los péptidos oligoméricos sobre el R-NMDA.

Para evaluar el grado de agregacion del péptido obtenido mediante los dos
métodos de preparacion del oligobmero (ver en Materiales y Métodos), éstos fueron
analizados por electroforesis con tincion del gel con azul de Coomassie y por western
blot utilizando un anticuerpo contra el péptido AB1-42 (Figura 11A y B). De esos
métodos, sblo el método 2, descrito por Demuro et al (2005) produjo oligémeros
detectables, de peso molecular variable entre los 8 y 48 kDa, los cuales son apenas
visibles con tincion de Coomassie, pero que se aprecian en el western blot. Estas
formas se asemejan a lo observado en trabajos anteriores, en liquido cefalorraquideo
de pacientes con EA (Seubert et al, 1992; Kuo et al, 1996). Por ello, para los estudios
posteriores se utilizé este método de preparacion para evaluar el efecto funcional del

oligbmero sobre el R-NMDA.

En forma similar a lo mostrado con los péptidos monomeéricos, la aplicacién de
de AB1-42(0) indujo una inhibicion del R-NMDA a baja concentracion y una pérdida de
este efecto al aumentar la concentracion (Figura 12A y B). Sin embargo, la
concentracion efectiva fue mucho menor, observandose inhibicion en las corrientes
totales a 5 nM (Raz6n de cambio 0,52 + 0,09; n=9; p<0,001). Al aumentar la
concentracion hasta 500 nM, el efecto inhibidor se pierde, apareciendo un efecto
potenciador al aplicar 1 uM (Raz6n de cambio 3,21 + 0,85; n=6; p<0,05). La misma
tendencia se observa al analizar la amplitud, con una inhibicion a 5 nM (Razén de
cambio 0,57 + 0,06; p<0,001) y potenciaciéon a 1 uM (Razén de cambio 1,67 + 0,26;
p<0,05). No se observaron cambios en los valores de 1, y se observd una inhibicion
significativa en el valor de tos al aplicar 5 nM (Razén de cambio 0,69 + 0,124, p<0,05;
Tabla 2).
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Figura 11. Caracterizacion del péptido AB1-42(0). (A) Gel tefiido con azul de Coomassie y
(B) Western blot para el péptido AB1-42 oligomérico. Las flechas negras indican el monémero,
(cuyo peso es de 4 kDa), mientas que la flecha roja en (A) indica la presencia de oligémero.
Soélo el método 2 produjo formas oligoméricas visibles en estas técnicas.
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Figura 12. El péptido AB1-42(0O) produce un efecto dual sobre la respuesta a NMDA a
concentraciones menores que el AB1-40(M). (A) Trazos representativos de las respuestas
activadas por NMDA en presencia de 5 nM (trazo superior) y 1 uM (trazo inferior) de péptido
AB1-42(0). (B) y (C) Promedio de las razones de cambio de la integral de corriente (B) y de la
amplitud (C) en la respuesta a NMDA en ovocitos incubados con el péptido AB1-42(0) durante 1
min. previo a la aplicacion del agonista. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
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5.6. El efecto del péptido AB1-42(0O) esta mediado por p75NTR.

Para estudiar si los efectos observados anteriormente son mediados por el
receptor p75NTR, las DPSs fueron incubadas en forma previa a la inyeccién en ovocitos
con el anticuerpo REX. Al preincubar estos ovocitos con 5 nM del péptido AB1-42(0),
se obtuvo una reversién del efecto inhibitorio (Razén de cambio DPS control: 0,52 +
0,09; n=9; DPS preincubadas con REX: 0,90 + 0,07; n=7; p<0,05; Figura 13). De igual
forma, la potenciacion obtenida al aplicar 1 uM también es revertida con el uso del
anticuerpo contra p75"™® (Razén de cambio DPS control: 3,21 + 0,85; n=6; DPS
preincubadas con REX: 0,96 + 0,04; n=4; p<0,05; Figura 13). La reversion del efecto de
ambas concentraciones de péptido también se aplica para los valores de la amplitud
(para 5 nM Razon de cambio DPS preincubadas con REX: 0,90 + 0,05; n=7; p<0,05;
para 1 uM Razon de cambio DPS preincubadas con REX: 0,94 * 0,02, p<0,05; Figura
13 C). En conclusion, tanto el efecto inhibitorio como el potenciador del péptido AB1-

42(0) estaria mediado por el receptor p75NTR,
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Figura 13. Participacién del receptor p75N™R en el efecto del péptido AB1-42(O) sobre las
respuestas activadas por NMDA. (A) Trazos representativos de las respuestas activadas por
NMDA en presencia de péptido AB1-42(0). (B) y (C) Comparacién de los promedios de las
razones de cambio en la integral de corriente (B) y en la amplitud (C) en la respuesta de NMDA
en presencia de AB1-42(0), en ovocitos inyectados con DPSs preincubadas con el anticuerpo
contra p75NTR, *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
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6. DISCUSION

El presente trabajo muestra que las corrientes mediadas por el R-NMDA en
DPSs pueden ser moduladas por el péptido AB por interaccion con el receptor de
neurotrofina p75N'R, Interesantemente, la concentracion efectiva depende tanto de la
conformacion del péptido (monomérica versus oligomérica) como de su longitud (1-40
versus 1-42), siendo el mas potente el péptido AB1-42(0). Para las formas estudiadas,
se observan efectos antagénicos: inhibicion del R-NMDA a concentraciones bajas y

potenciacién a concentraciones mas altas.

6.1. Registros en ovocitos y corrientes mediadas por NMDA.

El método de registro de corriente en ovocitos inyectados con DPSs utilizado en
este trabajo nos ha permitido estudiar el efecto sobre receptores postsinapticos
controlando las concentraciones “extracelulares” de agonistas y ligandos. Si bien la
técnica de registro de canales i6nicos en ovocitos se desarroll6 para el estudio de
receptores recombinantes (Gundersen et al, 1984; Meguro et al, 1992; Ishii et al, 1993),
con el tiempo también se adapté para el registro de ovocitos microinyectados con
membranas exdgenas provenientes incluso de cerebro humano (Marsal et al, 1995;
Morales et al, 1995; Miledi et al, 2002). La ventaja de esta estrategia es que permite
registrar receptores en su microambiente “fisiologico”, en este caso, en el
microambiente proteico de la DPS. De esta forma, se ha podido evaluar la actividad del
R-NMDA y su modulacién por el receptor p75N™R, también contenido en la DPS, en
condiciones extracelulares controladas, excluyendo asi la participaciéon de sefales o

moduladores presinapticos.

6.2. Efecto inhibitorio de proNGF sobre corrientes mediadas por R-NMDA.

El método de registro presentado aqui también fue empleado en nuestro
laboratorio para estudiar el efecto de neurotrofinas y sus precursores sobre el R-NMDA
(Sandoval et al, 2007). Los primeros experimentos de esta memoria se realizaron en
ese contexto, encontrdndose que el R-NMDA es modulado por proNGF en forma
dependiente del receptor p75N™R. Este receptor, descrito originalmente para el NGF, se
ha asociado con mdltiple funciones entre las que sobresale apoptosis durante el

desarrollo neuronal (Hempstead, 2002). De hecho, la expresion de p75NR es alta
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durante el desarrollo, mientras que en el SNC adulto se estimularia su expresion en
diversas enfermedades, especialmente neurodegenerativas (Dechant & Barde, 2002).
Por ello, fue sorprendente encontrarse con que p75N™R se encuentra enriquecido en
DPS aisladas desde el telencéfalo de una manera similar a lo que sucede con la
proteina andamio PSD-95, considerada un marcador de sinapsis excitadoras. Por ello,
pensamos que p75N™R esta presente en una gran proporcién de sinapsis excitadoras a
una concentracion baja. Ello podria explicar su papel como modulador de la LTD, un
modelo celular de plasticidad sinaptica dependiente del R-NMDA (Woaoo et al, 2005). La
naturaleza del ligando endégeno para p75N™R es desconocida. Nosotros empleamos
proNGF para activar a p75N™R, ya que descartamos asi activacion cruzada de TrkB,
que sabemos esta presente en DPS. Sin embargo se desconoce si NGF y su precursor
son liberados en sinapsis excitadoras. Una posible fuente de esta neurotrofina serian
los astrocitos, que estdn en contacto intimo con las sinapsis excitadoras llamandose
este sistema las “sinapsis tripartitas” (Toyomoto et al, 2005). Si bien sus niveles de
expresion son menores que los de BDNF en el SNC adulto, éstos aumentan en la EA
(Fahnestock et al, 2001).

6.3. Participacion del NO en la inhibiciéon del R-NMDA via p75NTR,

Los R-NMDA son regulados por multiples mecanismos (Kloda et al, 2007).
Entre los mecanismos que participan en su inhibicién esta la defosforilacion por
fosfatasas de proteinas (Westphal et al, 1999; Rycroft & Gibb, 2004) y la S-nitrosilacion
(Choi et al, 2000; Takahashi et al, 2007). Los resultados de esta memoria sugieren que
el NO, pero no la defosforilacién, estaria implicada en la inhibicion del R-NMDA
dependiente de p75N™R, lo cual se apoya con la presencia de la enzima NOS asociada
a la proteina de andamio PSD-95, de la misma forma en que lo estan R-NMDA y
p75NTR_

6.4. Efecto del péptido AB.

El péptido AB ha sido encontrado en liquido cefalorraquideo y plasma de
personas sanas a concentraciones de 2,5 ng/mL (0,625 nM) y 0,9 ng/mL (0,36 nM)
respectivamente (Haass et al, 1992; Seubert et al, 1992; Walsh & Selkoe, 2007), lo que

no varia significativamente en pacientes con EA (Andreasen et al, 2001). Sin embargo,
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estos valores medidos en el LCR no necesariamente reflejan las concentraciones en
las sinapsis, donde podria ser mucho mayor. Se ha mostrado que el péptido AB es
liberado en forma dependiente de actividad, lo que lo hace un candidato interesante
como mediador de plasticidad neuronal y sinaptica (Kamenetz et al, 2003; Cirrito et al,
2005). En ese sentido, el péptido Ap ha sido propuesto como mediador de plasticidad
homeostatica (Esteban, 2004). Nuestros hallazgos apoyan la idea, ya que frente a
actividad sinaptica intensa, la inhibicion del R-NMDA constituiria un mecanismo de
retroalimentacién negativa tendiente a mantener la funcién sinaptica en rangos
fisiologicos, mientras que su acumulacion en la EA podria exacerbar mecanismos del
tipo LTD o depotenciacion sindptica, dando cuenta de las dificultades de memoria y
aprendizaje tempranos de la enfermedad. En este trabajo, AB1-42(M) inhibio las
corrientes mediadas por el R-NMDA en forma similar en todas las concentraciones
empleadas, por lo que seria necesario realizar experimentos en un rango de
concentraciones mas amplio (tanto menores como mayores) para corroborar si existe
un comportamiento dosis dependiente similar al del péptido AB1-40(M). Por otro lado,
cabe destacar que en la inhibicion producida por el péptido Ap1-42(M) disminuyen los
tiempos de activacién t, lo cual no ocurre para la forma ApB1-40(M) (Tabla 2). Una
disminucion de 7 significa que la respuesta maxima se alcanza mas rapido que en
condiciones normales. Aln no tenemos una explicacion para estas diferencias en este
parametro cinético, pero sugiere que los mecanismos subyacentes a la inhibicién por
AB1-40(M) y AB1-42(M) son diferentes. Es importante resaltar que los tiempos de
inactivacion (tos) disminuyen al usar el AB1-42(O) como proNGF. Ello indica que las
corrientes se inactivan mas rapidamente, y que al menos considerando este parametro

cinético, proNGF actuaria por un mecanismo similar a AB1-42(0).

Se ha mostrado que el péptido Ap a concentraciones mayores de 500 nM es
capaz de bloquear LTP, pero no LTD (Lambert et al, 1998) y de favorecer la
internalizacion del R-NMDA (Snyder et al, 2005) y R-AMPA (Hsieh et al, 2006), lo cual
puede reducir el nUmero de sinapsis, asi como también el largo y el grado de
arborizacion de neuritas (Evans et al, 2008). La observacién nuestra, en que Ap es

capaz de inhibir rapidamente al R-NMDA desde concentraciones 5 nM, es compatible
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con la literatura que indica que concentraciones bajas tienen efectos sinapticos. Estos
no necesariamente se reducen al R-NMDA, ya que por ejemplo los canales de calcio
P/Q presentes en neuronas presinapticas (Nimmrich et al, 2008) son inhibidos por AB1-
42(0) a una concentracion de 8 nM. El calcio tiene un papel clave en la LTP (Bliss &
Collingridge, 1993), por lo que cualquier disfuncién en su regulacion puede gatillar
deficiencias de memoria. Ademas, el influjo de calcio se ha asociado a estrés oxidativo,
donde oligbmeros de AB1-42 a una concentracion de 500 nM favorecen toxicidad a
través del influjo de este ion, con participacién del R-NMDA (De Felice et al, 2007). Las
concentraciones empleadas son compatibles con el efecto bifasico encontrado por
nosotros, en que concentraciones mayores de AB1-42 son capaces de potenciar al R-

NMDA y por tanto, el influjo de calcio.

Otra consideracion que debemos hacer es respecto a la conformacion. In vitro,
existen diferentes formas de preparar el péptido los que dan como resultado distintos
tamafios de oligbmeros, por lo que fue necesario caracterizar los péptidos obtenidos
utilizando técnicas de Western blot. Aunque en la literatura se muestra una gran
variedad de efectos del péptido AB, en muchos de esos trabajos no se caracteriza el
estado de agregacion o de la concentraciéon efectiva utilizada, lo que podria explicar la
variedad de resultados (Tabla 1). Trabajos recientes utilizando muestras de pacientes
apoyan la idea que los oligbmeros de bajo peso molecular (dimeros) son los que
poseen la capacidad de inhibir la LTP y favorecer la LTD en tajadas de hipocampo
(Shankar et al, 2008). Respecto al presente trabajo, el oligdmero obtenido comprende
formas que varian entre dimeros y dodecameros. En relacion al efecto que se muestra
en esta memoria, si bien el péptido Ap1-42(O) tiene el mismo comportamiento
cualitativo que el péptido AB1-40(M), las concentraciones a las que se observo el
efecto inhibitorio son 10 veces menores, lo que convierte a esta forma en un modulador

mas potente.
6.5. Relacion entre el péptido AB y el receptor p75N™R,
En forma analoga a lo que ocurre con proNGF, se decidié poner a prueba la

participacion del receptor p75N™R en el efecto del péptido AR sobre el R-NMDA. Se ha
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descrito que el receptor p75N™R es capaz de unir ligandos estructuralmente no
relacionados con las neurotrofinas, como el péptido AB, observandose muerte en forma
dependiente del receptor a concentraciones de 25 uM (Yaar et al, 1997). El bloqueo
del receptor p75NTR protege frente al dafio mediado por el péptido a concentraciones 20

y 10 uM, respectivamente (Yaar et al, 2007; Yang et al, 2008).

La dualidad de efecto observada por nosotros para el mismo receptor plantea
como interrogante la identificacion de diferentes efectores intracelulares asociados a
p75NTR que puedan responder en forma diferencial a estos cambios de concentracion.
Los datos de este trabajo sugieren que AB, a través de p75"'R, es capaz de participar
en plasticidad homeostética a bajas concentraciones, donde podria existir una posible
mediacion del NO en forma analoga a lo que ocurre con proNGF, mientras que a
concentraciones mayores participaria en aumentos de calcio mediados, en el caso
particular de este trabajo, por potenciacion del R-NMDA, pero cuyos intermediarios en
este caso son desconocidos. Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha empleado el
péptido AB1-42(0) para estudiar cambios en las concentraciones de calcio intracelular
en neuronas en cultivo, observandose aumentos de calcio dosis-dependientes a
concentraciones mayores a 10 nM (datos no publicados), lo que también es compatible
con los resultados aqui presentados. Es posible que en los ovocitos el péptido AB1-
42(0) también estimule la movilizacion de calcio por diferentes mecanismos, como ha
sido planteado en la literatura (Bojarski et al, 2008), el que actuaria como un segundo
mensajero potencidndolo por una via indirecta al R-NMDA, lo que podria explicar en

parte el comportamiento dual del péptido.

34



Normal Baja concentracion Alta concentracion
de A de A
@ L-Glutamato ® o e
o Ap o Oo 800 g o
o o o° goo 0o
© o
pP75NTR
@ (<]
(<) o (-] © e @
R-NMDA MEMBRANA
POSTSINAPTICA
*TNO
PDZ_PDZ_PD H: 9 [s)
n n
Mecanismo
?
Influjo de Menor Influjo Mayor Influjo
Na*/Ca*? de Na*/Ca*2 de Na*/Ca*2

Figura 14. Modelo propuesto para la participacion de p75N™R en el efecto dual del péptido
AB sobre la actividad del R-NMDA.

7. CONCLUSIONES

En la presente memoria se estudio la modulacién de las corrientes sinpticas
mediadas por el R-NMDA en respuesta al péptido AR (en formas monoméricas y
oligoméricas) y la posible intervencion del receptor para neurotrofina p75N™ en dicho
efecto. Para este fin, se utilizé una técnica de fijacion de potencial en ovocitos de X.
laevis microinyectados con DPSs. El principal aporte de este trabajo es el hallazgo de
efectos opuestos a distintas concentraciones de péptido, los cuales, al ser mediados
por el mismo receptor sindptico p75N™R, permiten considerar a éste como blanco
molecular del péptido a nivel de las sinapsis. Por su importancia en la patologia de la
EA, encontramos que existe un efecto funcional importante producido por el péptido
AB1-42(0), lo que contribuiria a una mejor comprension de los mecanismos
moleculares subyacentes a los efectos sinapticos de AP, tanto en condiciones

fisiolégicas como patoldgicas.
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