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RESUMEN

Estudios recientes en nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento de neuronas
hipocampales de rata con el péptido beta amiloide (AP) induce cambios en los patrones
de fosforilacion de la proteina tau, acompafiado de una progresiva muerte neuronal. La
hiperfosforilacién de la proteina tau y posterior muerte neuronal, estd mediado por la
desregulacion del complejo cdk5-p35 inducido por el tratamiento con el péptido AP. Por
otra parte, se ha descrito que el pre-tratamiento de neuronas hipocampales con la
citoquina TNF-a protege a estas neuronas de la muerte celular inducida por el péptido
APB. Sin embargo, los efectos de TNF-a sobre el sistema c¢dk5/p35, y su posible accion
neuroprotectora en contra de la muerte por AP se mantiene aun sin dilucidar. Para
abordar este problema, se estudiaron los cambios en la expresion y actividad de la
proteina cdk5 en cultivo de neuronas hipocampales, los cuales, fueron pre-tratados con
TNF-¢ y expuestos a AB1-42. El pre-tratamiento de TNF-o produjo una disminucion en
los niveles de esta proteina. De manera interesante, TNF-a redujo substancialmente el
aumento en la actividad de cdkS de las células hipocampales, inducido por el péptido
AP. Ademas, AP indujo una fosforilacién tipo Alzheimer de la proteina tau. Esta
modificacion anomala fue bloqueada por el tratamiento de las células con TNF-a. Este
fenémeno sugiere que la respuesta inflamatoria debido al péptido AP podria estar
Jugando un papel clave en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. No solo el
complejo cdk5-p35, sino que también TNF-o podrian estar implicados en la

etiopathogenesis de esta enfermedad neurodegenerativa.



ABSTRACT

It is known that treatments of rat hippocampal neurons with the amyloid-p peptide (AB)
induces changes on the phosphorylation patterns of tau protein associated with a
progressive neuronal death. This effect in tau hyperphosphorylation is mediated by the
deregulation of the cdk5-p35 system, as induced by the A peptide. On the other hand, it
is known that pretreatment of hippocampal neurons with the pleiotropic cytokine TNF-a
protects these neurons from the AB-induced cell death. The effects of TNF-a over cdk5
and its possible neuro-protective role against AP peptide remain elusive. In order to
address this issue, the cdkS protein was studied in hippocampal neurons which were
pretreated with TNF-o and then exposed to AP1-42 peptide. TNF-o pretreatment
significantly reduced the pathological increase of cdkS activity by the effects of AP.
Also, AP induces phosphorylations of tau protein at Alzheimer’s epitopes, modifications
which were decreased by the pretreatment with TNF-a. These phenomena suggest that
the inflammatory response due to AP could play a key role in the development of
Alzheimer’s disease. Moreover, not only c¢dk5-p35 complex but also TNF-a could be

also implicated in Alzheimer’s etiopathogenesis.



INTRODUCCION

1.1 La enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que
afecta preferentemente a personas de edad avanzada. Es el principal y mas comin
tipo de demencia senil entre los adultos mayores. Esta enfermedad afecta al 12% de
las personas mayores de 65 afios, lo que corresponde a cerca de 20 millones de
personas en el mundo (De Felice y cols., 2004). Actualmente no hay un tratamiento
clinico aceptado y que sea efectivo para tratar esta enfermedad. La EA se caracteriza
por la formacidén masiva de dos principales agregados proteicos en el cerebro de los
pacientes: las placas seniles (PS) v los ovillos neurofibrilares (ONFs). Las PS o
placas neuriticas estan formadas por la deposicion extracelular del péptido beta
amiloide (AB) (Liu y cols., 1991). El péptido AB es derivado de la proteina
precursora del amiloide APP (Glenner y cols., 1984). Este péptido es generado por el
clivaje de la proteina APP por B y y-secretasas (Walsh y Selkoe, 2004). EI APP es
clivado primero por la -secretasa. Esto genera un fragmento soluble (SAPPg) y un
fragmento unido a membrana (CTF 6 C99). La y-secretasa actua luego sobre C99 y
genera el péptido AP1-40 y AB1-42 soluble (Gandy, 2005).

Los otros agregados proteicos caracteristicos de la EA son los ONFs. Estos
estan formados por estructuras anémalas generadas por la autoagregacion de formas
hiperfosforiladas de la proteina tau, las cuales forman una red filamentosa y
compacta de proteinas denominada filamentos pareados helicoidales (PHFs) (Kurt y

cols., 1997, Maccioni y cols., 2001). La tau es una proteina que se encuentra



normalmente asociada a microtibulos y cumple una funciéon importante en el
ensamble de éstos. Participa en la estabilizacion de los microtubulos contra su
inestabilidad dinamica y la unién de éstos a otros filamentos del citoesqueleto
(Maccioni y cols., 1995, Maccioni y cols., 2001). La generacién de estos dos
agregados proteicos, las PS y los ONFs son entre otros los principales eventos
moleculares que producen la degeneracion neuronal en los pacientes con la EA

(Hardy y Selkoe, 2002).

1.2 Enfermedad de Alzheimer y la proteina cdkS.

Una de las principales proteinas involucradas en la EA es la quinasa
dependiente de ciclina 5 (cdk5) (Alvarez y cols., 1999; Dhavan y Tsai., 2001). Cdk5
es un miembro de la familia de serina/treonina quinasas dependientes de ciclina
(CDKs). La mayoria de las CDKs participan en el control del ciclo celular. CdkS
tiene un 60% de homologia con CDC2 y CDK2, proteinas involucradas en el control
del ciclo celular. Se ha encontrado que cdk5 actiia en el control del ciclo celular,
siendo indispensable para detener el ciclo en las neuronas y facilitar su posterior
diferenciacion (Cicero y cols., 2005). CdkS5 participa en el desarrollo del SNC y en la
estructuracion de la cito-arquitectura de las neuronas. Ratones “knockout” para cdk5
presentan defectos en la laminacion de la corteza y muerte perinatal (Ohshima y
cols., 1996). También se ha encontrado que cdk5 participa a nivel celular en regular
el citoesqueleto, guia axonal, transporte de membranas, y transmision sinaptica. Por
otra parte estd involucrada en mecanismos farmacolégicos de adiccion a las drogas y
en la génesis del dolor (Dhavan y Tsai, 2001; Pareek y cols., 2006). Otra

caracteristica de la cdk5 es que su actividad no es dependiente de una ciclina como



las mayorias de las CDKs, sino que de proteinas especificas que actuan como
activadores. A pesar de que se ha demostrado que cdk5 puede unirse a ciclina D, esta
unién no activa la quinasa (Xiong v cols., 1992). Actualmente se sabe que 1a funcién
de cdkS es regulada por dos activadores neuroespecificos, p35 (Tsai y cols., 1994) y
p39 (Humbert y cols., 2000). Ratones doble mutante para los activadores p35 y p39
presentan un fenotipo indistinguible del “knockous” de cdk5 (Chae y cols., 1997; Ko
y cols. 2001).

Como ya se comento, la faita de cdk5 6 ambos activadores es destructiva para
el SNC. Por otro lado, un aumento en la actividad de cdk5 es toxica para las
neuronas. Diferentes insultos neurotoxicos pueden desregular la actividad de cdk5
incrementandola. La activacion de cdk5 produce la fosforilacion y activacion de
receptores NMDA, lo que induce muerte de células hipocampales por un aumento en
la concentraciéon de Ca’' citosolico (Wang y cols., 2003). Neuronas de ratones
deficientes en APP presentan un aumento en la actividad de cdk5 y un incremento en
los niveles de tau fosforilada con la posterior muerte neuronal (Han y cols., 2005),
indicando que APP prevendria la activacion de cdk5. Se conoce ademas el papel de
cdkS y su activador p35 en la apoptosis neuronal mediada por el péptido AB. Se ha
demostrado que el péptido AP induce un incremento de la actividad de cdk5
acompafiado de una anormal hiperfosforilacion de 1a tau en neuronas hipocampales
de ratas (Alvarez y cols., 1999). La inhibicion de la activacién de cdk5 mediante el
uso de diferentes inhibidores como butirolactona 1, sondas antisentido en contra de
cdk5, y un péptido inhibitorio de cdkS (CIP) fueron capaces de revertir la

hiperfosforilacion de la tau y la muerte de neuronas inducida por AP (Alvarez y cols.,



1999; Zheng vy cols., 2005), indicando que la inhibicion de la fosforilacion de tau
previene la muerte neuronal inducida por Ap.

La familia de factores de transcripcion MEF2 (isoformas A-D) participa en
diversos procesos incluyendo proteccion neuronal (Mao y cols., 1999; Okamoto y
cols., 2000, 2002; Gong y cols., 2003). MEF2 es un sustrato fosforilado por cdkS. El
incremento en la actividad de cdk5 inducido por la accion de neurotoxicos produce la
fosforilacion de MEF2 inhibiendo su activacién y causando muerte neuronal (Gong y
cols., 2003; Tang y cols., 2005; Smith y cols., 2006).

Asi la desregulacion de cdk5 ligada al incremento en su actividad es
determinante en la muerte neuronal, y juega un importante papel en la via

neurodegenerativa gatillada por insultos neurotéxicos (Weishaupt y cols., 2003).

1.3 Inflamacioén y Enfermedad de Alzheimer.

Los procesos inflamatorios inducidos por citoquinas estin activamente
relacionados con la aparicién de diversos desordenes neurodegenerativos como lo es
la EA, ya que conducen a una pérdida de la capacidad funcional de las neuronas
(Wyss-Coray y Mucke, 2003). El origen de estas citoquinas puede deberse a dos
fuentes: (1) Desde el sistema inmune y atravesando la barrera hemato-encefilica
hacia el cerebro; ¢ (2) Pueden ser producidas por células gliales (astrocitos y
microglia) o ciertas neuronas. Hasta el momento se conoce que diferentes insultos
extracelulares, como lo son por ejemplo el péptido AP v estrés oxidativo, inducen
que la microglia, astrocitos y neuronas produzcan citoquinas pro-inflamatorias tales
como IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a (Li y cols., 2000; Li y cols., 2003; Quintanilla y

cols., 2004). Estudios en pacientes con EA evidencian niveles cerebrales aumentados



de estas citoquinas, los cuales se cree que podrian afectar los procesos normales de
las neuronas (Jia y cols., 2005; Flirski y Sobow, 2005). Estas citoquinas pueden
cumplir funciones disimiles en la patogénesis de la EA. La IL-6 induce una
fosforilacion de la proteina tau debido a la desregulacion de la via cdk5/p35,
aumentando su actividad y los niveles de su activador p35 (Quintanilla y cols.,
2004). La IL-1a produce un aumento de la hiperfosforilacion de la proteina tau en
neuronas corticales a través de la via p38-MAPK (Li v cols.,2003). En general se ha
postulado que citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo TNF-a, IL-1B) participan en
procesos neurodegenerativos, mientras que citoquinas anti-inflamatorias (como 1L-4,
IL-10) promueven regeneracion y proteccion neuronal (Viviani y cols., 2004). Las
multiples funciones que presentan estas citoquinas hacen que cumplan diferentes

papeles en promover o prevenir el dafio neuronal.

1.4 TNF-a y enfermedad de Alzheimer.

El TNF-o0 es una citoquina pleiotropica que ejerce distintas funciones
dependiendo del blanco o tipo celular en la cual esta actue. El gen de TNF-a esta
ubicado en el cromosoma 6 dentro de la region clase 111 del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). TNF-a es producido como un precursor inactivo pro-
TNF-a de 26 kDA que se encuentra unido a la membrana y debe ser procesado por la
enzima TACE (TNF-u “converting enzyme”) para producir la forma soluble y activa
de TNF-a de 17 kDA (Perry y cols., 2001). El TNF-a se autoagrega y forma
trimeros que son la forma en que esta citoquina ejerce su funcion.

Esta citoquina ejerce sus funciones biologicas a través de dos receptores, el

receptor de TNF-a0 1 (TNFR1 6 p55TNF-R) y el receptor de TNF-a 2 (TNFR2 ¢



p75TNF-R) y ambos receptores pueden inducir la activaciéon de los factores de
transcripcion NF-xB y AP-1 (Baud y Karin, 2001; Viviani y cols., 2004) (Fig. 1). El
gen del TNFR1 esta ubicado en el cromosoma 12 y codifica para un receptor de
membrana de 55/60 kDA. El gen del TNFR2 esta ubicado en el cromosoma 1 y
codifica para un receptor de membrana de 75/80 kDA (Perry y cols., 2001).

Bajo condiciones normales TNF-o y sus receptores son expresados en muchas
células del SNC, lo que sugiere una funcion fisiologica de esta citoquina (Perry y
cols., 2002; Beattie y cols., 2002; Stellwagen y Malenka, 2006). TNF-o también es
importante en limitar y terminar el proceso de inflamacion, y en revertir el dafio
inducido en los tejidos durante el proceso inflamatorio (Bruce y cols., 1996; Marino
y cols., 1997). Sin embargo, el papel de TNF-a no esta claro aun. Esto se debe, a
discrepancias que existen con respecto a la accion que esta citoquina tendria como
mediador de neurodegeneracion o neuroproteccion en el SNC.

Los trimeros de TNF-a se unen a sus receptores TNFR1 6 TNFR2 y causan la
trimerizacion del receptor, y el reclutamiento intracelular de proteinas especificas a
los dominios citoplasméticos de los receptores (Saha y Pahan, 2003). El TNFR1 es
conocido como €l receptor de sefializacion de apoptosis debido a que presenta los
dominios de muerte (DD, “death domains™). La sefializacion via TNFR1 requiere la
unién de la proteina asociada a los dominios de muerte, TRADD (“TNFRI-
associated death domain protein”™). Esta proteina puede reclutar a la proteina RIP1
(receptor interacting protein-1) o FADD (Fas-associated death domain protein). A
pesar de poseer estos DD el TNFR1 también puede inducir sefiales de sobrevivencia
debido a que la union de RIP1 6 FADD va a desencadenar ya sea una sefial de

apoptosis, via activacion de caspasas; ¢ de sobrevivencia, via activacion del factor



NF-«B (Saha y Pahan, 2003). TNFR2 es conocido como el receptor de sobrevivencia
ya que carece de los DD. La sefializacion via TNFR2 requiere la unién de la proteina
TRAF2. La unién de TRAF2 induce la activacion de la via NF-xB. Sin embargo
también puede inducir sefiales de apoptosis (Saha y Pahan, 2003).

A pesar de sus conocidas propiedades neurotoxicas, se ha propuesto una gran
variedad de efectos neuroprotectores para esta citoquina. Por ejemplo, TNF-a
protege contra el dafio producido por la deprivacion de glucosa y contra la toxicidad
inducida por aminoécidos excitatorios (Cheng y cols., 1994). TNF-a protege
neuronas y astrocitos contra la acidosis y la toxicidad inducida por calcio (Mattson y
cols., 1995). Cultivos primarios de hipocampos pretratados con TNF-oo son
protegidos contra la toxicidad inducida por AP (Barger y cols., 1995; Kaltschmidt y
cols., 1999). TNF-a disminuye la apoptosis al aumentar los niveles de Bel-2 y Bel-
XL en cultivos primarios de neuronas (Tamatani y cols., 1999). Adicionalmente,
ratones que carecen de los receptores para TNF-o son mas susceptibles al dafio
neuronal (Bruce y cols., 1996; Gary y cols., 1998; Sullivan y cols., 1999; Thompson
y cols., 2004; Turrin y cols., 2006). De esta forma se ha propuesto que la inflamacion
puede jugar un papel clave en el desarrollo de la EA, no solamente colaborando en
los mecanismos de neuroproteccion, sino que también, protegiendo al SNC contra el
dafio del estrés oxidativo inducido por el péptido AB (Cheng y cols., 1994; Barrer y
cols., 1995; Bruce y cols., 1996; Mattson y cols., 1997, Glazner v cols., 2000).

Tomando en cuenta los antecedentes presentados anteriormente, esta tesis se
enfoco al estudio de los posibles efectos reguladores de la citoquina TNF-o sobre el
complejo cdk5/p35, y el papel que TNF-a juega en el proceso neurodegenerativo

involucrado en la enfermedad de Alzheimer.



Transduccion de sefiales inducida por TNF-a
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Figura 1. Esquema-resumen que muestra las vias de sefializacion inducidas por TNF-a.
Trimeros solubles de la citoquina producidos por microglia, astrocitos o neuronas, producen
la trimerizacién de los receptores de TNF-o. Esto produce a su vez, la activacion de las
sefiales de transduccion intracelulares inducidas por TNF-a.



1.5 Hipdtesis
El TNF-a protege a las neuronas del hipocampo de la muerte celular inducida

por el péptido AB1-42, a través de la modulacion en la actividad de cdks5.

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo General

Evaluar el papel neuroprotector de TNF-a, en neuronas hipocampales

expuestas a la accion neurotoxica del péptido AB1-42.

1.6.2 Objetivos Especificos

1.- Analizar los efectos producidos por TNF-a y por el péptido AP sobre la

viabilidad celular en cultivos hipocampales de embriones de rata.

2.- Evaluar el papel de TNF-a sobre la expresion y actividad del complejo

cdk5/p3s.

3.- Estudiar los efectos de TNF-a sobre los patrones de fosforilacion de Ia

proteina tau, utilizando anticuerpos especificos contra fosfo-epitopos tipo Alzheimer.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Cultivo primario de neuronas hipocampales de rata.

El hipocampo de embriones de ratas Sprague-Dawley de 18 dias de prefiez
(E-18), fue diseccionado y los cultivos primarios de hipocampo fueron preparados
seglin lo descrito previamente por Banker y Cowan (Banker y Cowan, 1977), con
algunas modificaciones como se describe en Quintanilla y cols. (2004). Brevemente,
los cerebros fueron removidos, las meninges fueron retiradas, los hipocampos fueron
disectados y mantenidos en una solucion salina balanceada de medio Hanks 1X libre
de Ca*"/Mg** (HBBSS). Los hipocampos fueron incubados con tripsina 0,5 mg/mL
a 37 °C por 5 minutos. Luego, se someticron a 3 lavados con HBBSS y se
resuspendieron en medio minimo MEM suplementado con 10% de HS (MEM-10).
La disociacion de tejido hipocampal fue realizada mediante trituracion mecanica con
pipeta Pasteur. Las c€lulas hipocampales fueron sembradas en placas de Petri de 60
mm tratadas previamente con polilysina (0,5 mg/mL) y mantenidas inicialmente en
medio MEM-10 a 37°C con 5%C0,/95%0,. Luego de 1 h el medio fue removido y
cambiado por MEM suplementado con B-27 (MEM/B-27) mas penicilina,
estreptomicina y mantenidas en atmosfera hiumeda a 37°C con 5%C0,/95%0,. Las
neuronas fueron contadas y sembradas a una densidad de 1x10° cell/60mm. Después
de 4 dias en cultivo in-vifro (4DIV) las células fueron tratadas con TNF-o
recombinante humana (US Biological) a una concentraciéon de 5 ng/mL por 48 h 6
con 10 uM de péptido AP1-42 (Global Peptide) soluble por 24h. Cultivos sin

tratamiento fueron usados como control.
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2.2 Preparacion del péptido beta amiloide.
El péptido sintético Ap1-42 (>70%HPLC) fue disuelto en 1 ml de agua estéril
doblemente desionizada. La solucion fue guardada a —20°C. AP 1-42 soluble fue

agregado a los cultivos de neuronas hipocampales a una concentracion de 10 uM por
24 h. Se usaron estas condiciones basados en resultados previos obtenidos en nuestro
laboratorio (Alvarez y cols., 1999) los cuales favorecen una alta formacion de

especies oligomericas en comparacion con las fibras de amiloide (Gandy, 2005).

2.3. Analisis de viabilidad celular.

La viabilidad celular fue medida por medio del método colorimétrico del 3-
[4,5-dimetiazol-2-1i]-2,5-difeniltetrazolio bromuro, azul de tiazolil (MTT).
Brevemente, las neuronas fueron sembradas en placas de 96 pocillos, previamente
tratadas con polilysina (0.1 mg/ml) a una densidad de 20.000 células por pocillo en
medio Neurobasal/B-27, sin rojo fenol. Luego las neuronas fueron tratadas con TNF-
o (Sng/ml), AB 1-42 (10uM) 6 ambos tratamientos. Luego de los respectivos
tratamientos se agregd a los cultivos el MTT durante 4 horas a 37°C, agregando
después del tratamiento solucion de lisis modificada (50 % v/v dimetil formamida,
20 % p/v SDS, pH 7,4) incubandose las células durante 2-4 horas a 37°C. Una vez
terminado el tiempo se procedio a la lectura de absorbancia en un lector de ELISA
con filtros de 550 y 650 nm. Los valores para 550-650nm fueron expresados como
porcentaje del control.

Adicionalmente se analiz6 la viabilidad celular con el kit para deteccion de

apoptosis MitotoCapture™ Apoptosis detection (Calbiochem). Este kit entrega un
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método basado en fluorescencia para distinguir entre células vivas y apoptoticas al
detectar cambios en el potencial de membrana de la mitocondria. Células vivas
emiten fluorescencia roja. Por el contrario, células apoptoticas emiten fluorescencia
verde. Se cuantifico la fluorescencia y el resultado se expresé como una razdén entre
la fluorescencia roja sobre la verde. Las células fueron sembradas en cubreobjetos de
96 mm, en una densidad de 2.0 x 10" células/100 ul y mantenidas en medio MEM/B-
27. Luego las células fueron tratadas con TNF-a (Sng/mL), AR 1-42 (10 uM) y
ambos, respectivamente. Después de la incubacion con los tratamientos la solucién
MitoCapture fue agregada a las células y estas fueron incubadas a 37°C
5%C0,/95%0; por 15-20 min. La cuantificacion de fluorescencia y las imagenes

fueron adquiridas con el microscopio confocal Zeiss LSM 510 META.

2.4. Ensayos de inmunodeteccion.

La reactividad inmunoldgica de las proteinas contenidas en los extractos
obtenidos de los cultivos de hipocampo tratados y no tratados fue medida por la
técnica de Western blots, usando los siguientes anticuerpos: c¢dk5 J3 y cdk5 C8 (St.
Cruz); p35 C19 (St. Cruz); AT8 (Immnogenetics), PHF1 (donado por el Dr. Peter
Davis); Taul y Tau5 (gentilmente donado por el Dr. Lester Binder). Los extractos
hipocampales fueron preparados segun los siguientes pasos: Las células fueron
lavadas en PBS1X frio. Posteriormente raspadas y homogenizadas en presencia de
buffer RIPA [50mM Tris(pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5%
deoxycolato de sodio, 0.1% SDS, mas inhibidores de proteasas: leupeptina (2uM),
pepstatina (1ug/ml), aprotinina (2pg/ml) y PMSF (100pug/ml)]. Las muestras fueron

cuantificadas usando la técnica de Bradford para medir proteinas, usando albumina
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de bovino como estdndar. Luego el homogenizado fue disuelto en buffer Laemmli
SDS,_ denaturado por calor, reducido por la adicion de 5% de 3- mercaptoetanol. Las
muestras fueron corridas en minigeles SDS-PAGE al 10%. Las proteinas luego de ser
separadas por electroforesis fueron transferidas por electroblot hacia una membrana
de nitrocelulosa por 1h a 100V. La carga de proteina para todos los carriles fue
determinada por marcaje reversible con Ponceau-S. Después de bloquear los sitios de
union no especificos en la membrana por incubacion con PBS-5% leche, la expresion
de proteinas fue determinada por immunoblot usando los anticuerpos cdk5, p35,
ATS8, PHF1, Taul y Tau5 mediante el sistema de deteccion por ECL (Amersham).
La cuantificacion de los blots fue llevada a cabo mediante la densitometria de las
membranas de nitrocelulosa utilizando el software Kodak digital Science
Densitometry Program (Kodak). Como estandar de peso molecular se uso estandar

Bio-Rad.

2.5. Inmunoprecipitaciéon y medicion de la actividad quinasa de cdkS5.

El procedimiento se realizd de acuerdo a lo publicado por Alvarez y cols.
(Alvarez y cols., 2001). Cultivos de neuronas hipocampales fueron sembrados a una
densidad de 1x10° células/cm® en placas de 60 mm tratadas con polilysina. Luego de
exponer los cultivos a los tratamientos, las células fueron lisadas en tampon RIPA
mas inhibidores de proteasas y fosfatasas. 200 pg de proteina total, medida por
Bradford, se inmunoprecipitdé con un anticuerpo monoclonal anti-cdk5 J-3 (Santa
Cruz Biotechnology) usado a una dilucion 1:50. Luego, el complejo antigeno-
anticuerpo fue capturado usando proteina A (Sigma) acoplado a agarosa. Para los

ensayos de actividad in vitro, los inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con buffer
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RIPA y una vez con buffer quinasa (50 mM Hepes, 10Mm MgCl,, 5Mm MnCl,,
IMm DTT) méas 1uM de ATP frio. Las esferas de agarosa se incubaron con tampoén
quinasa mas 2,5 pg de histona H1 como sustrato a fosforilar y 5 pCi [y-’P] ATP en
un volumen final de 50 pl durante 30 min a 30°C. Luego de la incubacion las
muestras fueron analizadas por SDS-PAGE y auto radiografia. La cuantificacion fue
llevada a cabo mediante Molecular Imager FX (Bio-Rad).

2.6. Extraccion RNA, ensayo RT-PCR y PCR.

Cultivos de hipocampos tratados con TNF-a,, TNF-a. mas AB y AB1-42, se
usaron para extraer RNA total mediante el uso de TRIZOL (Gibco BRL) segun las
especificaciones del fabricante. La cantidad de RNA total fue cuantificada mediante
cuantificacion por espectrometria a 260nm. Para los experimentos de RT-PCR, 3 ug
de RNA total fueron amplificados en presencia de 100ng de random primers a un
volumen final de 12ul. Luego las muestras fueron incubadas por 10 min a 70°C y
luego se agregd 4ul de buffer de transcripeion 5X, 2ul de DTT 0.1mM, 1 ul de dNTP
10mM y 200 U de la enzima Superscript II (Gibco BRL). La mezcla fue incubada a
42°C por 50 min a un volumen final de 20pul. Para ¢l ensayo de PCR, ¢cDNA fueron
amplificados con partidores especificos para c¢dkS5 y actina. Productos de PCR fueron
analizados en geles de agarosa al 2% tefiidos con Br-Et. Los partidores usados
fueron: cdk5 forward: S’GCATTGAGTTTGGGCACGACA3’, reverse:
5’AAAACCGGGAAACCCATGAGAZ, B-actina, forward:
S"TCTACAATGAGCTGCGTGTG3’, reverse: 5

TACATGGCTGGGGTGTTGAAS".
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2.7. Ensayo de Agregacion Neuronal.

Neuronas corticales de embriones de ratas Sprague-Dawley de 18 dias de
prefiez (E-18), fueron disociadas y lavadas con PBS estéril a 37°C. Luego, 1x10’
células fueron resuspendida en 2 mL de medio MEM y sembradas en placas de
60mm conteniendo medio de cultivo con EGTA (1mM), TNF-a (5ng/mL), CaCl,
(ImM). Las placas fueron puestas en agitacion a 37°C por 30 min. Luego los
agregados fueron transferidos a cubreobjetos previamente tratados con polilisina.
Pasado 30 min los agregados fueron fijados 10 min en paraformaldehido (4%).
Luego se lavo 1 vez con PBS a 37°C, se permeabilizaron con Triton X-100 (0.1%)
por 5 min. Luego se lavé con PBS y se agregd Azul de Tripan 0.1%. Se midio la

superficie de 10-20 agregados por cada condicién.

2.8. Analisis estadisticos.
Los analisis estadisticos fueron realizados usando el software Sigma STAT
Plot (Jandel). Diferencias significativas se consideraron cuando el discriminante p

fue menor o igual a 0.05 (p<0.05) usando el test t de Student de dos colas.
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RESULTADOS

1. TNF-a no afecta la viabilidad celular de las neuronas hipocampales.

Para determinar si los tratamientos de células del hipocampo con TNF-o
(5ng/ml) y con AP 1-42 (10uM) tienen un efecto directo en la viabilidad de las
neuronas hipocampales, cultivos primarios fueron preparados de fetos de ratas en
E18 y sujetas a una administracion directa de estos tratamientos. Luego, se cuantifico
la viabilidad celular por medio del ensayo de reduccion de MTT y por el uso del kit
MitoCapture™. Midiendo viabilidad celular y usando el kit MitoCapture™ (n=3), no
se observaron diferencias evidentes en la viabilidad de las neuronas, entre aquellas
células tratadas con la citoquina y células control sin tratamiento(Fig.2).

Cultivos de neuronas de hipocampo tratadas con diferentes estimulos.

Control TNF<x Ap+TNF -«

Figura 2. Neuronas hipocampales fueron tratadas por 48h con TNF-o(Sng/ml) y por 24h con el
péptido AB1-42 (10puM). La viabilidad celular fue medida por fluorescencia con el kit MitoCapture
(n=3). Células vivas emiten fluorescencia roja, células apoptoticas emiten fluorescencia verde. No se
observan diferencias entre neuronas controles y aquellas tratadas con TNF-o. Una disminucién en la
fluorescencia roja puede ser observada en aquellas células expuestas al péptido AB. La muerte
neuronal inducida por el péptido AP fue prevenida en aquellos cultivos pretratados con la citoquina.
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Es conocido que TNF-o protege células hipocampales contra la toxicidad
inducida por el péptido AR (Barger y cols., 1995). Para confirmar esta propiedad,
cultivos de neuronas fueron pretratados con TNF-a (5Sng/ml por 48h) y
posteriormente se les trat6 con el péptido AB1-42 (10uM por 24h). Neuronas tratadas

solamente con el péptido AB1-42 mostraron una disminucion en la viabilidad celular.
Asi, se observo un aumento en la fluorescencia de color verde, y una reduccién en la
fluorescencia roja, al comparar con respecto al control y aquellos cultivos tratados
con TNF-a (Fig.2). En la cuantificacién de la fluorescencia tampoco se observaron
diferencias significativas entre el control y los cultivos tratados con TNF-a. (control:
1,633+0,044; TNF-a: 1,719+0,18) (Fig.3).

Cuantificacion de la fluorescencia obtenida por el kit MitoCapture' "
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Figura 3. Cuantificaciéon de la fluorescencia en neuronas hipocampales. La fluorescencia fue
cuantificada usando el microscopio confocal Zeiss LSM 510 META y se expreso como la razon entre
fluorescencia roja sobre la verde. Una notable disminucion en la razén se observo en aquellos cultivos
tratados con AB1-42(10uM por 24h). Sin embargo. el tratamiento con TNF-a. (5ng/ml por 48h) es
capaz de revertir esa disminucién. El asterisco (*) indica diferencia significativa entre TNF y AP,
p<0.001. El asterisco () indica diferencia significativa entre Ap y AR+TNF, p<0.001.

La cuantificacion mostré diferencias significativas entre los cultivos tratados

con TNF-o. y aquellos tratados con el péptido AP (TNF-o: 1,719+0,18; Ap:
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0,588+0,03; p<0.001) (Fig.3). Al comparar los cultivos usados como control, los
tratados con TNF-a, v aquellos tratados con TNF-a en presencia de AP, no se
observaron variaciones estadisticamente significativas en la razon de la fluorescencia
(Fig.3). Sin embargo, al comparar aquellas neuronas tratadas con el péptido AP y
aquellas tratadas con TNF-a en presencia de AP, se observa una diferencia
significativa en los niveles de fluorescencia. Hay un aumento en la razén de
fluorescencia en aquellas tratadas con TNF-o mas AP (Fig.2). La cuantificacion
mostré diferencias significativas entre ambos tratamientos (Ap: 0,588+0,03; TNF-a

+ AB: 1,229+0,06; p<0.001) (Fig.3).

La viabilidad celular también fue medida usando el ensayo de reduccion de
MTT, y fue representada mediante porcentaje de células vivas (n=5). El tratamiento
de neuronas con TNF-o por 48h no afecté la viabilidad celular de neuronas
hipocampales (Fig. 4). Solo un 10% de neuronas mueren cuando estas fueron
cultivadas en presencia de TNF-a (5ng/ml por 48h). La adicion de AB 1-42 (10pM
por 24h) afecto la viabilidad neuronal, como se demuestra por un significativo
incremento en la muerte celular a un 40% después de que las neuronas son expuestas
al péptido por 24h (Fig.4). Finalmente, pretratamientos de neuronas hipocampales
con TNF-qo antes del tratamiento con AP reafirma el efecto neuroprotector de TNF-a
frente a la toxicidad inducida por AP. Estas células pretratadas con la citoquina antes
de ser sometidas al péptido, solo presentan un 10% de muerte celular, medida por

MTT (Fig.4).
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Efecto de TNF-« en la viabilidad neuronal.

120

¢ TF B (B+TF

Figura 4. La viabilidad celular fue evaluada usando el ensayo de reduccién de MTT (n=5). Células
sin tratamiento (Control), células tratadas con 5ng/ml de TNF-a (TNF), células tratadas con 10uM del
péptido AP1-42 (AP), células tratadas con AP en presencia de TNF-a¢ (AB+TNF-a). El TNF-a
previene la muerte neuronal inducida por el péptido Af. El asterisco (*) denota diferencia significativa
p<0.05, entre las células tratadas con AP y aquellas tratadas con AB+TNF.

Con el fin de determinar si al aumentar las concentraciones de TNF-o y A se
presentaba algiin efecto sobre la viabilidad neuronal, se realizd6 una curva de
concentraciones para TNF-o en presencia de una concentracion constante de 10uM
del péptido AP1-42 (n=3). Lo mismo se hizo para el péptido AB1-42, pero
manteniendo constante la concentraciéon de la citoquina a Sng/ml (n=4). Se usaron
distintas concentraciones de TNF-c, las cuales variaron entre 5 a 100ng/ml. A
medida que se aumentd la concentracion de la citoquina no se observaron efectos
sobre la viabilidad de las neuronas hipocampales, la cual fue medida por el ensayo de
reduccion de MTT (Fig.5). Durante todo el rango de concentraciones de citoquina
usadas (5-100ng/ml), el TNF-o siguié manteniendo su efecto protector frente a la
neurotoxicidad inducida por 10uM del péptido AB1-42. Las neuronas tratadas en
ausencia de AP se comportaron de forma semejante a aquellas neuronas tratadas con

10uM de AP pero en presencia de TNF-a (Fig.5).
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TNF-0 no afecta la viabilidad de neuronas hipocampales al aumentar su
concentracion.
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Figura 5. TNF-« no afecta la viabilidad de neuronas hipocampales. La viabilidad fue medida
mediante el ensayo de reduccion de MTT (n=3). Al aumentar la concentracién de la citoquina no se
observaron efectos sobre la viabilidad neuronal y la citoquina siguié manteniendo su efecto protector
sobre la muerte inducida por el péptido AP.

Para la curva de concentraciones realizada para el péptido AP, se vari6 la
concentracion entre 10 a 25 pM del péptido. A medida que se aumentd la
concentracion del péptido la viabilidad neuronal fue disminuyendo desde 78% hasta
un 70% de viabilidad con respecto al control (Fig.6). Los cultivos que fueron tratados
en presencia de TNF-a mostraron una muerte menor comparada a aquellos cultivos
tratados solamente en presencia del péptido (Fig.6). La concentraciéon de TNF-a
usada en los experimentos siguié6 mostrando un efecto neuroprotector frente a las

mayores concentraciones del péptido Ap.
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TNF-a protege de la neurotoxicidad inducida por el péptido Ap1-42.
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Figura 6. El efecto neuroprotector de TNF-a se mantiene al aumentar las concentraciones de Ap.
Concentraciones crecientes del péptido AB1-42 aumentaron la muerte neuronal medida mediante el
ensayo de reduccién de MTT (n=3). Sin embargo, el TNF-a(5ng/ml) fue capaz de proteger de la
muerte neuronal inducida por las distintas concentraciones del péptido AP. El asterisco (*) denota
diferencia significativa p<0.05, entre las células tratadas sin TNF-o y aquellas tratadas en presencia de
TNF-q.

2. Efectos de TNF-a sobre cdkS

Es conocido que un incremento en la actividad de cdk5 es un factor
importante en la muerte neuronal en procesos neurodegenerativos. (Alvarez y cols.
1999; Patrick y cols., 1999; Nguyen y cols., 2003; Bu y cols., 2002; Gong y cols.,
2003; Wang y cols., 2003; Quintanilla y cols., 2004; Zheng y cols., 2005). Isquemia,
dafio por estrés oxidativo, AP u otro insulto neurotoxico son factores claves en
incrementar la actividad de cdk5 (Lee y cols., 2000; Maccioni y cols., 2001; Town y
cols., 2002; Liu y cols., 2004; Cruz y cols., 2004). Asi, como AP es capaz de
promover un incremento en la actividad de cdkS5, se decidié estudiar si TNF-a es
capaz de modificar este incremento de la actividad de cdk5. Células de hipocampo

(4DIV) fueron pretratadas con TNF-a(5ng/ml por 48h) y luego tratadas con AP 1-42
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(10 uM por 24h). Los niveles de la proteina cdk5 y su actividad fueron determinados
por Western blot y ensayos de actividad respectivamente. Analisis densitométricos
de Western blots (n=5) de neuronas hipocampales expuestas a TNF-o. mostraron una
disminucién en los niveles de cdk5 con respecto al control y al tratamiento con Ap
(control: 106,72+6,63; TNF-o: 69,13+12,22; p<0.05) (Fig.7). El tratamiento con
APB1-42 no produjo cambios significativos en los niveles de la proteina con respecto
al control. Sin embargo, ¢l pre-tratamiento de las neuronas hipocampales con TNF-a
antes del tratamiento con AP también logré disminuir los niveles de la proteina al
comparar con respecto al control y A (AB: 115,48+17,54; TNF-a. + AB: 73,77+
16,09; p<0.05) (Fig.7). Diferencias significativas se observaron entre las células
tratadas sin TNF-a y aquellas células tratadas con TNF-q.

TNF-o. disminuye los niveles de la proteina cdkS.
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Figura 7. Western blot de neuronas hipocampales analizados con el anticuerpo monoclonal anti cdk5
(I3). El grafico muestra un andlisis densitometrico de 5 experimentos diferentes. El tratamiento con la
citoquina disminuye los niveles de la proteina cdk5, analizados por Whb. El asterisco (*) denota
diferencia significativa p<0.05.
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Debido a que se encontré una disminucion en los niveles de la proteina se
evalu6 cual seria el efecto de TNF-a sobre la transcripcion de cdk5. Para esto se
realizaron cultivos de hipocampo de neuronas de rata los cuales fueron pre-tratados
con la citoquina y luego tratados con AP. Posteriormente, se extrajo el RNA total y a
través de analisis de RT-PCR y ensayos de PCR se midieron los niveles de c¢dk5. El
pre-tratamiento con TNF-a logréd levemente disminuir los niveles de cdk5 (Fig 8),
pero no existe una diferencia significativa en esta disminucién (n=4). Como control
se midieron los niveles de actina los cuales no variaron en los tratamientos con

respecto al control.

TNF-a no induce cambios en los niveles del mRNA de cdk5.
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Figura 8. Andlisis de PCR para cdk5.Muestra los niveles de cdk3 levemente disminuidos en neuronas
hipocampales tratados con TNF-a(3ng/mL), pero esta disminucién no es estadisticamente
significativa. Como estandar se uso 100bp leader.
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Estudios previos han demostrado que diferentes estimulos neurotéxicos, tales
como AB1-40, H,O, 6 IL-6 son capaces de modificar la actividad de cdk5 (Alvarez y
cols., 1999; Gong y cols., 2003; Zambrano y cols., 2004; Quintanilla y cols., 2004).
El paso siguiente fue determinar si el tratamiento con TNF-a es capaz de modificar la
actividad de la proteina cdk5. Para esto se realizd un ensayo quinasa in-vitro.
Cultivos hipocampales (4DIV) fueron tratados con TNF-a(Sng/ml), AP 1-42(10uM)
0 ambos. Para realizar el ensayo quinasa, la proteina quinasa cdk5 fue
imunoprecipitada utilizando el anticuerpo monoclonal J3. Como sustrato a fosforilar
con ATP-y* se uso histona H1. Los ensayos de actividad (n=4) mostraron que el
tratamiento de neuronas hipocampales con TNF-a disminuye la actividad de cdk5
con respecto al control (control: 121,06+12,46; TNF-a: 97,93+2,88; p<0.05) (Fig.9).
También existen diferencias significativas entre el tratamiento de TNF-o. y AR (**
p<0.05, Fig.9). Ademas, el pre-tratamiento de neuronas hipocampales con la
citoquina es capaz de revertir el aumento observado en la actividad de la quinasa
cdkS inducida por tratamientos con el péptido AB 1-42 (AB: 150,63+10,18; TNF-o +
AP: 112,55+ 9,73, * p<0.05) (Fig.9). Analisis densitométricos de los ensayos quinasa
(n=4) mostraron diferencias significativas en aquellas neuronas tratadas con la
citoquina. Como control se midieron los niveles de cdk5 utilizando el anticuerpo anti

cdk5 C8.
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TNF-o disminuye la actividad quinasa de c¢dk5 inducida por AB
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Figura 9.La actividad de cdkS es disminuida en aquellas neuronas tratadas con TNF-a. Ensayo de
actividad quinasa en neuronas de hipocampo expuestas a TNF-o (5ng/ml) versus células controles y
células tratadas con AP 1-42(10uM). El ensayo quinasa fue llevado a cabo en presencia de ATP+y*
usando histona H1 como sustrato. Los niveles de enzima precipitada fueron equivalentes en todos los
carriles. Analisis densitométrico de 4 ensayos, indican la disminucién en la actividad de cdk5. El
asterisco (*) denota diferencias significativas p<0.05 entre AP y AB+TNF. El doble asterisco (*¥)
denota diferencia significativa p<0.05, entre TNF y AB.
3. TNF-a no modifica los niveles del activador p35

Debido a que la actividad quinasa de cdk5 puede también depender de sus
activadores, se midieron los niveles de uno de los activadores de esta proteina, p35.
Cultivos de hipocampo (4DIV) fueron tratados con TNF-a(5ng/ml), AB1-42(10pM)
6 ambos. Los niveles de la proteina p35 fueron medidos por Western blot en
extractos proteicos obtenidos de los cultivos hipocampales. Los anélisis mostraron

que los niveles del activador p35 no varian significativamente en ninguno de los

tratamientos realizados en los cultivos hipocampales (Fig.10).
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TNF-a no altera los niveles de p35
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Figura 10. Western blot de neuronas hipocampales analizados con el anticuerpo monoclonal anti p35
C-19. El grafico muestra un andlisis densitometrico de 4 experimentos diferentes. El tratamiento con
la citoquina no induce diferencias significativas en los niveles del activador de la proteina cdkS5.

4. TNF-a previene la hiperfosforilacion de tau inducida por AB.

Una de las caracteristicas patologicas de la EA es la acumulacion intracelular
anormal de formas fosforiladas de la proteina asociada a microtubulos tau. Estudios
previos han demostrado que el péptido AP induce un desbalance en la cantidad de
tau fosforilada debido a una desregulacién del complejo cdk5-p35 (Alvarez y cols.,
2001; Liu y cols., 2004; Han y cols., 2005). Por lo tanto, como se menciono
previamente, ya que el pre-tratamiento induce una disminucion en la actividad de
cdk5 inducida por AP, se evalué el posible papel de TNF-o sobre la
hiperfosforilacion de la proteina tau inducida por AB. Asi, cultivos celulares (4DIV)
fueron pretratados con TNF-a(5ng/ml por 48h) y luego tratados con Af 1-42 (10 uM

por 24h). Luego, se analizé la cantidad relativa de formas fosforiladas de la proteina
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tau reconocida por los anticuerpos AT8 y PHF1 (n=3). El anticuerpo AT8 reconoce
epitopos fosforilados de tau en Ser’™ y Thr*®. El anticuerpo PHF1 reconoce los

epitopos fosforilados de la proteina tau en Ser’® y Thr*™,

El tratamiento con TNF-a indujo una disminucién en los niveles de proteina
tau fosforilada reconocida por el anticuerpo AT8 al compararlo con respecto al
control (control: 38,19+4,4; TNF-a: 29,32+1,9; * p<0.05) (Fig.11). El tratamiento
con el péptido AP produce un gran incremento en los niveles de tau hiperfosforilada
medidos con el anticuerpo ATS8 (control: 38,19+4,4; AB: 59,2+9,8; p<0.05) (Fig.11).
Este incremento es disminuido cuando las neuronas fueron pretratadas con TNF-a
antes del tratamiento con AP (AB: 59,2+9,8; TNF-a + AB: 23,64+10; e p<0.05).

TNF-a disminuye los niveles de tau hiperfosforilada reconocida con AT8
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Figura 11. Western blot de neuronas hipocampales analizados con el anticuerpo monoclonal ATS. El
grafico muestra un andlisis densitométrico de 3 experimentos diferentes. El tratamiento con la
citoquina disminuye los niveles de la proteina tau fosforilada en epitopes tipo Alzheimer, analizados
por Wb. El asterisco (*) denota diferencia significativa entre C y TNF p<0.05. El asterisco () denota
diferencia significativa entre TNF y AP. El circulo (e) denota diferencia significativa entre AP y
AP+TNF.
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Luego se midieron los niveles de tau fosforilada utilizando otro anticuerpo
PHF1, el cual reconoce epitopos fosforilados de la proteina tau dependientes de cdk5
y ofra importante quinasa, la GSK-3B (Hernandez y cols., 2003). Al comparar con
respecto a los niveles de tau control, TNF-o indujo una disminucién en la cantidad
de proteina tau fosforilada reconocida por el anticuerpo PHF1 (control: 67,2+10,95;
TNF-a: 43,62+7,3; p<0.05) (Fig.12). El tratamiento de neuronas hipocampales con el
péptido AP no produjo cambios en los niveles de tau hiperfosforilada reconocidos
por el anticuerpo PHF1 al comparar con respecto al control (Fig.12). Por el contrario,
pretratamientos de neuronas de hipocampo con la citoquina antes de tratar las
neuronas con AP1-42 produjeron una disminucién en los niveles de la tau
fosforilada(A: 78,52+8,82; TNF-a + AB: 52,97+ 5,94; p<0.05) (Fig.12).

TNF-a disminuye los niveles de tau hiperfosforilada reconocida con PHF1
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Figura 12. Western blot de neuronas hipocampales analizados con el anticuerpo monoclonal PHF1.
El grafico muestra un andlisis densitometrico de 3 experimentos diferentes. El tratamiento con la
citoquina disminuye los niveles de la proteina tau fosforilada en epitopes tipo Alzheimer, analizados
por Whb. El asterisco (*) denota diferencia significativa (p<0.05) entre TNF y AP. El circulo denota
diferencia significativa (p<0.05) entre Ap v AB+TNF.
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Por otra parte se midieron los niveles de la proteina tau desfosforilada
utilizando ¢l anticuerpo Taul. Taul reconoce los mismos epitopos que reconoce el
anticuerpo AT8, Ser’”> y Thr”®, pero en estado desfosforilado. Los analisis mediante
Western blots demostraron que los niveles de tau desfosforilada aumentan en
aquellas neuronas que fueron tratadas con TNF-q, al compararla con los respectivos
controles sin tratamientos (control: 44,73+1,49; TNF-a: 52,49+2,65; p<0.05) (Fig.
13). Neuronas tratadas con el péptido AB1-42 mostraron una disminucién en los
niveles relativos de tau desfosforilada, utilizando el anticuerpo Taul. En cambio,
aquellas neuronas que fueron tratadas con TNF-a y luego expuestas al péptido AP
mostraron un aumento en los niveles de tau desfosforilada, al compararla con
aquellas neuronas tratadas solamente con el péptido (AB: 43,95+1,43; TNF-a + AP;
50,2442.68; p<0.05) (Fig. 13).

Como control se midieron los niveles totales de la proteina tau utilizando el
anticuerpo Tau5 que reconoce todas las formas de la proteina, independiente del

estado de fosforilacion que presente la proteina (Fig.13).



TNF-a incrementa los niveles de tau desfosforilada reconocida por Taul
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Figura 13. Western blot de neuronas hipocampales analizados con el anticuerpo monoclonal Taul y
Tau5. El grafico muestra un anélisis densitometrico de 3 experimentos diferentes. El tratamiento con
la citoquina incrementa los niveles de la proteina tau desfosforilada en epitopes tipo Alzheimer,
analizados por Wb. Mientras que los niveles de Tau total medidos por el anticuerpo TauS se
mantuvieron sin cambio. El asterisco (*) denota diferencia significativa p<0.05.

5. TNF induce la agregacion de neuronas corticales

Es conocido que cdk5/p35 participa en fendmenos de migracién neuronal
(Oshima y cols., 1996; Chae y cols., 1997). La migracién neuronal depende de la
presencia de una familia de moléculas de adhesion, las caderinas (Takeichi, 1990).
La perdida de la adhesién mediada por caderinas ha sido implicada en promover la
migracién en muchos sistemas (Takeichi, 1990; Kwon et al. 2000). En neuronas se
encuentra presente la N-caderina. Se sabe que cdk5/p35 se encuentran formando un
complejo con la molécula N-caderina, y que la perdida de la actividad de cdk5
produce un incremento en la adhesion mediada por caderinas (Kwon et al. 2000).

Basado en estos estudios, quisimos ver cual seria el efecto de TNF-a en Ia adhesién
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mediada por cdkS. Para esto se extrajeron neuronas corticales de ratas en E18 las
cuales fueron sometidas a un ensayo de agregacion. Estas células fueron disgregadas,
resuspendidas en PBS y tratadas con TNF-¢(5ng/mL), EGTA (1mM), CaCl, (1mM)
por 30min. El tratamiento de neuronas corticales con TNF-o¢ indujo un notable
incremento en el area de los agregados de neuronas corticales, al compararlos con
respecto al control (control: 61,53+9,16; TNF-a: 544,57+66,28; p<0.01) (Fig. 14).
Los agregados no se formaron en presencia de EGTA (ImM). En cambio en
presencia de CaCl, hubo formacion de agregados de neuronas corticales. Los

agregados fueron mayores en presencia de CaCl, y TNF-a.
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TNF-a incrementa la agregacién de neuronas corticales.
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Figura 14. Agregacién de neuronas corticales de rata. Neuronas corticales disociadas y sometidas a
un ensayo de agregacién en presencia de TNF-a (5Sng/mL), CaCl, (ImM) y EGTA (ImM). Los
agregados se formaron en presencia de TNF-a y CaCl,. Las fotos fueron tomadas en microscopio por
contraste de fase. El asterisco (*) denota diferencia significativa p<0.01.
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DISCUSION

Histopatologicamente, la EA se caracteriza por la formacion de estructuras
anomalas formadas por agregados intracelulares proteicos de tau, conocidos como
filamentos pareados helicoidales (PHFs), y agregados extracelulares del péptido beta
amiloide 6 AP (Hardy y Selkoe, 2002). Se sabe ademas que en la EA estas
agregaciones anomalas ejercen un efecto neurotoxico sobre las neuronas, e inducen
la produccion de citoquinas pro-inflamatorias por parte de la microglia y astrocitos
tales como IL-la, IL-1B, IL-6 y TNF-a (Li y cols.,, 2000; Li y cols., 2003,
Quintanilla y cols., 2004; Viviani y cols., 2004). Ademas producen un aumento en
los niveles de Ca’" intracelular en las neuronas y estrés oxidativo. Por otra parte
diversos estudios han mostrado que el TNF-a protege de la muerte neuronal debida a
diferentes insultos neurotoxicos (Cheng y cols., 1994; Barger y cols, 1995; Bruce,
1996; Mattson, 1997; Kaltschmidt y cols., 1999). Por lo tanto en esta tesis se analizo
el posible efecto neuroprotector que el TNF-o estaria ejerciendo en regular la
actividad de cdk5.

Para esto se realizaron cultivos primarios de neuronas hipocampales los
cuales fueron pretratados con TNF-a(5ng/ml) antes de estimularlos con el péptido
AB1-42(10uM). Como controles se usaron neuronas sin tratamiento, y cultivos de
neuronas tratados solamente con TNF-a 6 con el péptido AB1-42. La sobrevida de las
neuronas tratadas con la citoquina no fue afectada, a la concentracion usada, Sng/ml.
Este efecto se ha demostrado por experimentos en los cuales se determind la

viabilidad neuronal mediante el uso del “kir” para medir apoptosis MitoCapture y el
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ensayo de reduccion de MTT. Este resultado permitio llevar a cabo los experimentos
bajo condiciones que garantizaban una alta viabilidad neuronal. A medida que se
aumento la concentracion de la citoquina no se observaron aumentos en la muerte
neuronal. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que se usaron
concentraciones de TNF-a mayores a Sng/ml (Barger y cols., 1995).

Tratamientos con el péptido AP1-42 produjeron muerte neuronal en los
cultivos hipocampales. El pre-tratamiento con TNF-o logro revertir la muerte
neuronal inducida por el péptido AB. Este resultado concuerda con estudios previos
(Barger y cols., 1995), en los cuales pretratamientos con la citoquina revertian el
efecto neurotoxico inducido por AB25-35 y por AB1-40 en cultivos hipocampales. A
diferencia de los experimentos realizados por Barger y cols., (Barger y cols., 1995),
en los experimentos realizados en esta tesis se utilizo AB1-42 que es mucho mas
agregable que el AP1-40, debido a su alta hidrofobicidad, y mucho mas toxico que
las otras formas del péptido AP (Gandy, 2005; Snyder y cols., 2005).

Es conocido que el uso de inhibidores en contra la proteina cdk5 logro
revertir el efecto neurotdxico inducido por AP (Alvarez y cols., 1999; Zheng y cols.,
2005).

Uno de los efectos mas significativos encontrados en esta tesis fue que
pretratamientos con TNF-a también fueron capaces de disminuir el incremento en la
actividad de cdk5 inducida por el péptido AB1-42. El tratamiento con Ap1-42 indujo
un aumento en la actividad quinasa de c¢dkS5, lo cual concuerda con estudios previos
(Alvarez y cols., 1999; Town y cols., 2002; Liu y cols., 2004; Cruz y cols., 2004) en

los cuales el péptido AB1-40 incremento la actividad de la quinasa. Este resultado
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sugiere que TNF-o estarfa actuando como un inhibidor de la citotoxicidad, por una
disminucion en el incremento de la actividad de cdkS3.

Es conocido que la perdida de la actividad de cdk5, usando inhibidores para
cdk5, resulta en un incremento en la formacion de agregados de neuronas corticales
(Kwon y cols., 2000). Basados en estas evidencias, y como un evidencia adicional
para probar la actividad de cdk5, se realizo un ensayo de agregacion de neuronas
corticales de rata en presencia de TNF-a. Los resultados demostraron que los
tratamientos con TNF-o provocan un incremento en el area de los agregados
neuronales. Por lo tanto estos resultados reforzarian el ensayo de actividad quinasica
de cdk5, demostrando una reduccion en la actividad de cdk5 inducida por TNF-c.

A pesar de que la actividad de cdk5 esta determinada por la unién a sus
activadores p35 6 p39 (Tsai y cols., 1994; Humbert y cols., 2000), el tratamiento con
TNF-a no logré inducir cambios significativos en los niveles del activador p35, al
compararlo con respecto al control. Este resultado sugiere que la disminucion en la
actividad de cdkS no es debida a cambios en los niveles del activador p35. El TNF-«
estaria modulando los niveles de expresion de cdkS, presumiblemente a través de los
factores de transcripcion NF-kB 6 AP-1. Esto porque el promotor de cdk5 presenta
sitios de union para el factor AP-1 (Ishizuka y cols., 1995). Esto sugiere que TNF-a
podria inducir los cambios en los niveles de cdk5 a través de variaciones en el factor
de transcripcion AP-1. Al disminuir la actividad de c¢dk5 disminuiria también el
efecto de inhibicion sobre el factor de transcripcion MEF. Este factor participa en
mecanismos celulares que controlan la maquinaria molecular de sobrevida y

apoptosis neuronal (Mao y cols., 1999; Gong y cols., 2003). Por lo tanto, puede que
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el efecto de TNF-a sobre cdk5 de alguna manera sea mediado en parte por MEF2,
sin embargo mas experimentos serian necesarios para dilucidar este efecto.

La activacion de la via NF-xB es crucial para la proteccion frente al péptido
AP, ya que la inhibicion de NF-xB potencia la muerte neuronal inducida por AP
(Klatshmidt y cols., 1999). El pre-tratamiento con TNF-o estaria activando la via
NF-xB reduciendo la muerte neuronal provocada por AB.

Existen muchos sustratos que pueden ser fosforilados por cdk5. Entre estos
sustratos unos de los principales es la proteina tau, la cual se sabe que esta
involucrada en la EA. CdkS es capaz de fosforilar anomalamente a la proteina tau
(Lew y cols., 1994). Esto induce que esta forme agregados intracelulares de proteina
hiperfosforilada conocidos como PHFs. Esta hiperfosforilacion provocaria una
neurodegeneracion en las neuronas y posterior muerte celular (Hardy y Selkoe,
2002). Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento con TNF-o disminuye
los niveles de fosforilacion tipo Alzheimer de la proteina tau. Esto pudo observarse
por una disminucion en epitopos fosforilados de tau reconocidos por AT8 y PHF1,
cuando las neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-a. El pre-tratamiento
con TNF-a logro revertir el incremento en la fosforilacion de la proteina tau
observado con AP. Ademads, se observo un incremento en los niveles de Taul, que

reconoce epitopos no fosforilados, en aquellas neuronas tratadas con TNF-o.

Es conocido que las citoquinas pro-inflamatorias son capaces de modificar la
actividad de cdk5 (Quintanilla y cols., 2004). IL-6 es capaz de modificar los patrones
de fosforilacion de la proteina tau a través de la desregulacion de la actividad del

complejo cdkS/p35 modificando los niveles de expresion del activador p35, por un



mecanismo dependiente del activador transcripcional Egr-1 (Quintanilla y cols.,
2004, Harada y cols., 2003). Se sabe que citoquinas tales como IL-6 también
incrementan los niveles de Ca®" a través de los receptores NMDA (Qiu y cols., 1995;
Qiu y cols., 1998, Li y cols., 2000; Orellana y cols., 2005). Es conocido que el
incremento en la actividad de cdkS ejerce un efecto neurotoxico en neuronas.
Incrementos en la actividad de cdk5 producen muerte neuronal de neuronas
hipocampales al fosforilar y sobreactivar el receptor NMDA, el cual es permeable al
ion Ca™" (Wang y cols., 2003). El incremento en la [Ca>™]; producida por el péptido
AP1-42 activa a la proteina calpaina la cual produce la conversion del activador p35
a una forma que aun mantiene su capacidad de activar a cdk3, el fragmento p25 (Lee
y cols., 2000).

Cheng y cols.(1994) demostraron que el TNF-o es capaz de atenuar el
incremento en los niveles de Ca®" citosélico en cultivo de neuronas hipocampales y
corticales, inducidos por la deprivacion de glucosa, al provocar un incremento en los
niveles de la proteina que une calcio calbindina-D. Similares resultados fueron
encontrados cuando neuronas hipocampales fueron tratadas con el péptido AB25-35
y AB1-40, donde TNF-a protegid a las neuronas de la neurotoxicidad del AP al
disminuir el incremento de los niveles de Ca** citosélico y la generacion de especies
reactivas del oxigeno en el citoplasma de las neuronas (Barger y cols., 1995).

Ratones “knock-out” para el gen TNF-a se desarrollan normalmente y no
presentan anormalidades morfologicas, pero presentan una respuesta inflamatoria
tardia frente a una infeccion con C. parvum y posteriormente desarrollan una
respuesta inflamatoria descontrolada que lleva a muerte celular (Marino y cols.,

1997). Ratones “knock-out” para ambos receptores de TNF-o. mostraron un aumento
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al dafio neuronal e indicaron que TNF-o. presenta una funcion neuroprotectora
(Bruce y cols., 1996). Por lo tanto TNF-o presentaria una doble funcién: (1) Pro-
inflamatoria en etapas tempranas de la respuesta inflamatoria a una infeccion y (2)
Una funcion anti-inflamatoria en fases tardias de la respuesta inflamatoria con el fin
de limitar la extension y duracion de la inflamacion y promover la reparacion del
tejido dafiado (Perry y cols., 2001).

En el sistema nervioso central esta citoquina normalmente participa regulando
la actividad sinaptica de las neuronas. Controla los niveles de expresion de los
receptores AMPA (Beattie y cols., 2002; Stellwagen y cols., 2005) y controla la
plasticidad sinaptica (Stellwagen y cols., 2006).

Al parecer el tiempo y la concentracion de la exposicion a TNF-o, la
presencia o no de glia en el cultivo, los niveles de expresion de los receptores de
TNFa presentes en la neurona y la union de TNF-a a sus receptores, parecen ser
criticos en la dualidad que presenta esta citoquina y en las discrepancias observadas
en los diferentes estudios. Los cultivos de hipocampo en esta tesis fueron llevados a
cabo en presencia de Ara-C 10uM, esto eliminaria el posible efecto neurotoxico de la
glia sobre los cultivos, al ser esta activada por AB o el mismo TNF-a. Por otro lado,
el TNF-a usado en los experimentos es de origen humano. El TNF-a humano no
activa el TNFR2 en roedores (Lewis y cols.. 1991). Eso sugiere que el efecto
neuroprotector observado por el TNF-a estaria mediado por el TNFR1 (Barger y
cols., 1995; Gary y cols., 1998), el cual sefialaria activando la via NF-xB (Kolesnick
y Golde, 1994, Baker y Reddy, 1998; Baud y Karin, 2001; Perry y cols., 2001,

MacEwan 2002; Saha y Pahan, 2003; Wajant y cols., 2003; Li y cols., 2004).



Ademas de estos efectos neuoprotectores reportados para TNF-o, este
también ejerceria un efecto en neuroproteccion a través de cdkS por un efecto en la
disminucion en la hiperfosforilacion de la proteina tan. Por lo tanto, TNF-o. estaria
jugando un papel protector en las neuronas a través de 2 mecanismos. Primero,
activando la via NF-kB, este tltimo activaria genes envueltos en sobrevida. Segundo,
disminuyendo los niveles de cdkS y por ende disminuyendo la actividad quinasa de
esta proteina en las neuronas, por lo que disminuiria la fosforilacién de la proteina
tau con la posterior neurodegeneracion asociada al incremento de tau
hiperfosforilada. Todos estos antecedentes y resultados obtenidos en esta tesis
permiten proponer un papel neuroprotector para TNF-o en la enfermedad de
Alzheimer, siendo la proteina cdkS un nuevo blanco de la accion neuroprotectora de

esta citoquina frente a la neurotoxicidad mediada por el péptido AB1-42.
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CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos en esta tesis es posible concluir que
el TNF-o jugaria un papel neuroprotector en la enfermedad de Alzheimer. Se
observd que TNF-a regula la actividad de la proteina cdkS. Esto ultimo puede estar
relacionado con la proteccion que esta citoquina estaria jugando en el proceso
neurodegenerativo de la enfermedad de Alzheimer, frente a la muerte neuronal
inducida por el péptido AB.

Esto se debe a que pretratamientos con TNF-o son capaces de ejercer una
proteccion  frente a la neurotoxicidad inducida por el péptido AP1-42. Esta
proteccion se mantuvo al incrementar la concentracion usada de la citoquina. Por lo
que el efecto protector podria no solo ocurrir en etapas tempranas de la EA. El pre-
tratamiento con TNF-a logro disminuir los niveles de la proteina cdk5. Este efecto
fue acompafiado por una disminucion en la actividad quinasa de la proteina y un
incremento en la adhesion de neuronas corticales. Por ultimo, la disminucion de la
actividad quinasa se observé por una disminucion en los niveles de fosforilacion en
epitopos tipo Alzheimer de uno de los principales sustratos de cdkS5, la proteina tau.

En la literatura existen ain muchas discrepancias con respecto al papel que
TNF-o representaria en los procesos neurodegenerativos. A pesar de haber sido

descrito por primera vez como un factor que produce muerte celular, actualmente
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existe mucha y muy sélida evidencia que también demuestra un efecto protector
frente a la neurodegeneracion neuronal. Este trabajo aporta las primeras evidencias
de que el TNFa estaria protegiendo contra la neurotoxicidad inducida por AB1-42 al
modificar la actividad quinasa de la proteina c¢dkS, unas de las principales proteinas
envueltas en la EA. Esta tesis provee asi de un mayor conocimiento de la bioquimica
y aspectos celulares y reguladores acerca del papel de cdk5 en el sistema nervioso

central y en la enfermedad de Alzheimer.
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