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Naci en Santiago de Chile. el 3 de marzo de
1984, en el seno de una carifiosa familia. Soy
la menor de 2 hijos. mi padre es el mayor de 6
hermanos y mi madre la menor de otros 13.
Siendo muy pequeiia nos fuimos a vivir por
casi 2 anos a Princeton, New Jersey
(E.E.U.U.), por motivos académicos de mi
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y muchas fotografias que ayudan a la memoria.
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El Florence es una gran familia, a la que estoy muy agradecida de haber llegado.

De pequena gracias al esfuerzo de mis padres y en especial de mi madre, me vi llena de
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hermano ya comenzaba dominar. Posteriormente deje el piano, pero nunca olvide la lectura
de las notas y mi hermano se encargd de que nunca olvidara el sonido del piano.

En 1996 entré a colegio Carmela Carvajal de Prat, donde desaparecié la magica ensenanza
de la basica, pero comenzo6 el encuentro con el mundo real, ahi aprendi muchas realidades
de vida distintas de la mia, aprendi del estudio y que la constancia es lo que hace el
aprendizaje, del esfuerzo por ser mejor y del trabajo que eso significa.

Dada la profesion de mis padres siempre estuve ligada a la Universidad de Chile,
particularmente a la Facultad de Ciencias, algunos de sus académicos y funcionarios
estuvieron cercanos a mi grupo familiar y fueron espectadores de como mi hermano y yo
creciamos, pasando de ser inquietos pero respetuosos nifios en jovenes con grandes
aspiraciones. Asf fue como en el afio 2002 ingrese por P.A.A. al la Universidad de Chile al
programa académico de Bachillerato. Ubicado en el complejo campus Juan Gomez Millas.
en medio de la Facultad de Ciencias, el bachi se convirtié en el mundo multidisciplinario,
donde conoci de ciencias basicas y de ciencias sociales, de filosofia y de la maravillosa
historia contada por el profe italo. Aqui también conoci de amistad y mala competencia,
donde gracias a la solida formacion que se me entrego supe elegir bien y dan cuenta de ello
quienes hasta el dia de hoy son mis amigos.

En 2003 comenzd la aventura en la Facultad de Ciencias, aventura que se me complico mas
de lo que esperaba, pero nunca fue mayor que mi voluntad de seguir adelante. Al ser una
estudiante de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia Molecular me encontré rodeada de
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gente conocida, de muchos’ pro}'es que conocfan a mi familia, de colegas de mi padre y
excolegas de mi madre que me hicieron sentir su apoyo y la alegria de verme ahi. En el
iranscurso de la carrera pude participar de forma experimental en el laboratorio de
Neurociencias, en el de Bioquimica y el de Genética, desarrollando pasantias y unidades de
investigacién que aportaron mucho a mi vida académica, y en los dos tltimos casos

también aportaron una rica interaccion social haciendo en cada lugar grandes amigos.

En mitad de los estudios nacié en mi una nueva inquietud, una forma de expresion
diferente, dada por la musica, el canto y baile, y me llené de flamenco. Aun que es dificil
expresarse en el movimiento yo sigo intentando querer hacerlo, y la falta de esto se vuelve

necesidad con el tiempo.
Finalmente en 2008 me incorporé al laboratorio de Biologia Celular, Molecular

y

Neurociencias, donde decidi realizar mi seminario de titulo ya que sus estudios enfocados
en la enfermedad de Alzheimer son para mi una gran motivacién para trabajar en pos de

buscar un bien social.
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RESUMEN

El mal de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa del cerebro, es la causa
més frecuente de demencia que afecta a los adultos mayores. En etapas avanzadas la
enfermedad de Alzheimer (EA) produce la muerte masiva de neuronas, lo que finalmente se
ve reflejado en cambios intensos que afectan la plasticidad neuronal, la memoria y ¢l
aprendizaje. En la actualidad se estima que cerca de un 10% de la poblacién mayor de 65
afios se ve afectado con la enferrpedad y su incidencia se duplica cada 5 afios a partir de la
misma edad, por lo que la EA aurﬁenta en la medida que la poblacion envejece.

En el afio 2008 mvestlgadores de nuestro laboratorio plantearon una teoria
unificadora del Alzhelmer, basada en la activacién a largo plazo del sistema inmune innato
por un conjunto particular de alteraciones que son capaces de desencadenar una cascada
anémala de sefializaciones, tales como agregacién de la proteina tau y formacion de
filamentos helicoidales pareados, los que a su vez convergen cn un final comun: el
desarrollo de la EA. Esta teoria neuroinmunomoduladora, como hipétesis central de la EA,
integra los diferentes factores de riesgo que afectan a las células gliales, las alteraciones
neuronales resultantes producto de la exposicién a sefiales de dafio -ylla hiperfosforilacién
de 1a proteina tau.

Una amplia variedad de estudios han demostrado que las células micro gliales tienen
un papel fundamental en el sistema inmune innato del sistema nervioso, en donde la
activacion por diferentes evento_ﬁ de éstrés las llevan-a una sobreproduccién de citoquinas
proinflamatorias que gatilian pa1;rones alterados de sefializacidn que conducen finalmente a
la neurodegeneracion. Esta activacién celular se ha transformado en un punto clave de la
formulacién de la presente hipétesis de la EA. De ahi que, en este Seminario de Titulo s¢ ha
estudiado la activacidn de la microglia por efecte de exposicion a sefiales de dafio del tipo
estrés oxidativo y del tipo proteina tau. Los resultados que hemos obtenido frente al
estimulo del tipo estrés oxidativo en los cultivos microgliales evidenciaron una clara
activacién celular, que result ser proporcional al aumento del agente de estrés oxidativo.
Por otra parte, los resultados provementes de exponer las microglias a proteina tau
monomérica no nos permitieron ev1den01a1' un efecto activador. Sin embargo, en el caso de
la proteina tau agregada hemos acv1de=11c1ado su papel de agente activador de la microglia,
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activacién que también resulta ser proporcional a la concentracién de ﬁroteina tau agregada
a la que fueron expuestos los cultivos.

Finalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo nos han permitido
presentar los primeros antecedentes experimentales de la validacion de la hipdtesis
planteada, en una nueva perspectlva interpretativa ‘del desarrollo ternprano de la EA,
abriendo nuevas expectativas en la biisqueda de pombles tratamientos o formas de

prevencién de esta enfermedad.
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ABSTRACT . 1

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disease of the brain, the most common
cause of dementia affecting seniors. Advanced stages of Alzheimer's disease (AD) cause
the massive death of neurons, which ultimately is reflected in intense changes that affect
neuronal plasticity, memory and learning. Currently it is estimated that about 10% of the
population over 65 years old is affected with the disease and its inciaence doubles every
five years from the same age, so the EA increases as the population ages.

In the year 2008, researchers from our laboratory raised a unifying theory of AD,
based on long-term activation of the innate immune system by a particular set of changes
that are capable of triggering a ¢:dscade of abnormal signs, such as tau protein aggregation
and formation of paired helical }ﬁlaments, which in tumn converges to a common end: the
development of AD. This neuroinmunomodulating theory, as central hypothesis of AD,
integrates the various risk factors affecting glial cells, neuronal alterations resulting from
exposure to signs of damage and hyperphosphorylation of tau protein.

A wide variety of studies have shown that microglial cells have a key role in the
innate immune system of nervous system, where activation by different stress events lead to
the overproduction of proinflammatory cytokines that trigger signaled altered patterns
which ultimately leads to neurodegeneratlon This cell activation has become a key point in
the formulation of this hypothesis EA. Hence, this Seminar Title has studied the activation
of microglia by the effect of exposure to damage s1gnals such as oxidative stress and tau
protein. The results we have obtamed against oxidative stress stlmulus type in microglial
cultures clearly showed cell activation, which turned out to be proportional to the increase
of oxidative stress agent. Moreover, results from cultures of microglia exposed to
monomeric tau protein don’t allow us to show an effect on activator, however, in the case
of aggregated tau protein we have confirmed its role as a microglia activator. Activation
that is also proportional to the increase in tau protein concentration added to the cellular
cultures. _ .

Finally, the results obtz‘tined in this work have allowed us to present the first

experimental background of hypothesis validation, in a new interpretative perspective of
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the early AD development, opening new expectations in the search for possible treatments

or ways of preventing this disease.
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1. INTRODUCCION
1.1 Exposicién general del problema y fundamentacion teérica
La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es 1a principal causa de demencia en los adultos
mayores de nuestra época, lo’ que se ha asociado’ principalmente al aumento en las
expectativas de vida y longevidad de las personas. Estudios recientes demuestran que sobre
el 10% de la poblacidn maybr de 65 afios se ve afectada por esta enfermedad, pudiendo
aumentar a mas del 20% en la poblacién de 80 afios (Hanger y col, 2009), y es capaz de
alcanzar una prevalencia del 50% en los segmentos etareos mayores de 85 afios (Blennow y
col, 2006). En este contexto, la edad es el factor de riesgo mas importante para el desarrolio
de 12 EA. En EE.UU. donde existen més de 5.500.000 de pacientes con demencia, alrededor
del 70% del total de los casos de demencia en personas que superan los 71 afios son de tipo
EA (Alzheimer’s Association, 2609), mientras que la realidad nacional indica que existen
sobre los 180 mil afectados con un incremento amenazador por la tasa de aumento de la
enfermedad en funcién de la cda:'d (Behrens y Vergara, 2007).

Este contexto genera un -gr-an desafio para las ciencias médicas dado el aumento en
el promedio de la expectativa de vida de la poblacién mundial y la preocupacién actual por
mejorar la calidad de vida de Ios adultos mayores. Se debe considerar ademés que la EA es
uno de los més serios problemas de salud priblica por ser una de las enfermedades de mayor

impacto econémico de Ia sociedad moderna.

Esta patologia neurodegenerativa se caracteriza clinicamente por una progresiva e
irreversible pérdida de memoria y del aprendizaje, deterioro cognitivo y cambios en la
personalidad (Maccioni y col, 2001; Weiner y Frenkel 2006; Chung 2009). En la evolucién
de la EA se observa una pérdida selectiva de neuronss en el hipocampo y la corteza (von
Bernhardi 2005), y evidencias histolégicas muestran la formacién de dos tipos de

agregados proteicos caracterfsticos en el cerebro de personas que padecen de la EA: las




placas seniles formados por f-amiloide (AP) y los ovillos neurofibrilares (NTFs) formados
de proteina tau alterada (Maccioni y col, 2001). Sélo los NTFs formados por la agregacién
de la proteina tau hiperfosforilada, autoagregada en filamentos helicoidales pareados
(PIFs), son patognomonicos de la enfermedad y correlacionados directamente con su
evolucién clinica (Maccioni y col, 2009a), mientras que en el caso de la AB la correlacion
entre densidad de placas de amiloide y la severidad de la enfermedad en los pacientes es

pobre (Hardy 1997).

De acuerdo a investigaciones recientes, los factores que conducen al
desencadenamiento de la EA son muy difusos, pero la exposicion a numerosos y distintos
factores de riesgo han sido asociados a su desarrollo, por lo que mas que considerarla una
enfermedad, el Alzheimer cbrresponderia a un sindrome. Asi, diversas alteraciones en
miiliples niveles determinarian los elementos clinicos que en conjunto se identifican como
Enfermedad de Alzheimer. Entre los factores de riesgo de la EA se debe considerar la
susceptibilidad genética, es decir.que existen polimorfismos genéticos que en determinados
grupos de sujetos favorecen el desarrollo de la patogénesis (Maccioni y col, 2009b). Por
otro lado, existen otros factores de riesgo presentes en la vida cotidiana que incrementan el
riesgo de desarrollar EA: traumatismos craneoencefalicos, una dieta rica en grasas,
alteraciones en la homeostasis del colesterol, deficiencias de vitamina B12, infecciones
recurrentes y sobrecarga de hierro redox en el cerebro, entre otros {Rojo y col, 2006;
Lavados vy col, 2008). Aunque ninguno de éstos parece ser un factor etiolégico directo, se
piensa que finalmente actuarian como sefiales de dafio molecularmente traducidas en: estrés
oxidativo, cambios en la respuesta inmune, activacién de las células gliales, anormalidades
proteicas (alteraciones postraduccionales y agregacién de la protefna tan, y formacién de
agregados de péptido B-amiloide), alteraciones sindpticas y factores neurotdxicos

(Fernandez y col, 2008; Maccioni 2008).




Las microglias

Las células microgliales fueron identificadas y descritas por primera vez en 1920
por Del Rio Hortega utilizando una tincién de carbonato de plata en cortes de cerebro de
mamiferos donde se les pudo distinguir de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(Ramirez-Exposito y Martinez-Martos, 1999). En el cerebro adulto normal éstas células
representan entre el 5 y el 15% del total de la poblacién celular del cerebro, distribuyéndose
mayoritariamente en el hipocampo y en la sustancia nigra (Venneti y col, 2009). Estas
células son consideradas las representantes del sistema inmunolégico en el sistema nervioso
central, dado que poseen la capacidad de realizar fagocitosis, liberar factores citotoxicos y

de comaportarse como células presentadoras de antigeno (Hanisch y Kettenmann, 2007).

La microglia desempefia una funcién clave en el desarrollo embrionario ya que
puede secretar factores de crecimiento importantes para la formacion del sistema nervioso
central, ademas de contribuir a la maduracién, regeneracion y plasticidad neuronal. Por otra
parte, estas células también intervienen en un gran numero de procesos claves para el
mantenimiento de Ja homeostasis del microambiente cerebral, mostrando variadas
funciones, como por ejemplo, actiian como macréfagos activos y tienen respuesia a

cualquier tipo de dafio tisular (Luo y col., 2010).

Las microglias en condiciones fisioldgicas se encuentran usualmente en un estado
inactivado el cual se caracteriza por presentar una morfologia ramificada, de cuerpo
pequefio y con baja expresién ‘de moléculas asociadas a sus' fumciones macrofagicas
(Hanisch y Kettenmann 2007), pero pueden presentar cambios drasticos en su morfologia
cuando son activadas (Figura 1). Numerosas sefiales que representan una amenaza para la
homeostasis del SNC, tales como, estructuras y/o residuos de bacterias, virus y hongos,
proteinas endégenas anormales, factores del complemento, anticuerpos, citoquinas y

quimioquinas, entro otros, son elementos censados por la microglia y como consecuencia

inducen a su activacion (Venneti y col, 2009).




in vivo

Microglial activation

Figura 1. Extracto reproducido del articulo de Kettenmann, 2006. Diagrama de
los cambios morfolégicos asociados a la activacion microglial. utilizando muchos procesos
la célula activada se transforma desde una estructura altamente ramificada a una forma

completamente ameboide.

El estado activado de las microglias no esta definido por una morfologia en
particular pero se caracteriza por poseer escasas ramificaciones, un mayor cuerpo celular y
una forma practicamente ameboidal. En este estado las células regulan la expresion de
diferentes marcadores de superficie, como el complejo de histocompatibilidad mayor I1
(MHCII), factores de crecimiento (Streit y col, 2008), receptores de reconocimiento de
patrones (PPRs). producen citoquinas y secretan especies citotoxicas, tales como oxido
nitrico (NO) v especies reactivas de oxigeno (ROS) (Meda y col, 2001; Colton y Wilcock.,

2010). ademas de incrementar su proliferacion (Venneti y col, 2009).

La activacion microglial es un proceso diverso fenotipica y funcionalmente, ya que
depende del tipo, de la intensidad y del contexto del estimulo si la respuesta microglial
tendra un potencial neuroprotector o pro-inflamatorio (Hanish y Kettenmann, 2007). Es
precisamente este delicado balance entre lo neurotoxico y lo neuroprotectivo, asi como
entre lo pro-inflamatorio y lo anti-inflamatorio lo que determina el papel de la microglia en

una enfermedad o en una condicion de lesion determinada.
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En el estado del conocimiento actual, nuestro laboratorio planteé la hipétesis de la
neuroinmunomodulacién en la Patogénesis de la EA. Postulamos que existe una serie de
sefiales de dafio innatas, que se manifiestan de manera persisténte en ¢l tiempo, y que
podrian detonar la activacién microglial y provocar su activacion permanente
desencadenando en ellas un estado de “sobre activacién™ (Fernandez y col, 2008; Maccioni
y col, 2009 a,b; Morales y col, 20102,b ).

Un vez que se ha detonado la sobreactivacion de las células microgliales, la
constante liberacién de factores citotéxicos y citoquinas pro-inflamatorias origina un
fenémeno neuroinflamatorio el cual estd directamente relacionado con la degeneracion
neuronal, principalmente por efecto de las moléculas proinflamatorias.(Li y col, 2007; Rojo
y col, 2008; Hirsch y Hunot 2009; Colton y Wilcock, 2010; Morales y col, 2010a),
posicionando en forma directa’ microglias y citoquinas como agentes claves en el

desarrollo de desordenes neurodégenerativos tales como la EA (Mrak, 2009).

Estudios en pacientes que han recibido drogas anti-inflamatorias no esteroidales
(NSAIDs) en tratamientos prolongados han revelado una disminucién en la incidencia de
EA, sugiriendo que la atenuacién de la respuesta inflamatoria ayudaria a prevenir o
mantener baja la posibilidad de desarrollar EA (McGeer y col, 1996; McGeer y col, 2000;
Femnandez y col, 2008; Maccioni 2008; Town, 2010). Esto pone de manifiesto la
importancia del papel que juegan las citoquinas pro-inflamatorias liberadas producto de la
activacion microglial, por efecto‘ de las sefiales de dafio, como un agente principal en el

desarrollo de 1a EA.

La teoria neuroinmunomoduladora

Entre las variadas hipétesis que buscan una explicacién al desarrollo de la
patogénesis de la EA, es posible mencionar que ninguna contempla la cantidad de eventos

tempranos que gatillan las alteraciones metabolicas y celulares que relevantemente son las




que preceden la degeneracion neuronal (Ferndndez y col, 2008), lo que da cuenta de la

carencia de un paradigma conceptual integrado y coherente que explique la patogénesis.

Factores tan diversos, como lesiones y/o traumas encefalicos, el alto consumo de
grasas, deficiencia de vitamina B, reiteradas infecciones, alteraciones en la homeostasis el
colesterol y otros factores incrementan el riesgo de desarrollar la EA, pero ninguno de estos
factores de riesgo, es por si mismo un agente directo en el desarrollio la patologia
dificultando aun mas el desarrollo de una hipétesis explicativa (Fernéndez y col, 2008). Por
otro lado, como fue descrito anteriormente, la microglia es una célula altamente sensible a
los cambios del entorno, y cuando ocurre un estimulo fisiolégico o patoldgico esta célula es
capaz de migrar a la zona de lesién, activarse y transformarse en macréfagos fagociticos
cerebrales, representando un sistema de defensa y neuroproteccion. Esta transformacion es
regulada y acompafiada de diversas citoquinas (en su mayoria proinflamatorias) y
moléculas citotéxicas (ROS, NO, factores del complemento, etc.) que permiten la
comunicacién con otras microglias inactivadas, células cerebrales y del sistema

inmunolégico.

La patologia ocurre cuando las sefiales de dafio que inducen la activacion microglial
permanecen en el tiempo de manera inalterable, provocando la sobre activacion de la célula
microglial y por ende la secrecidn excesiva de citoquinas proinflamatorias y de moléculas

citotéxicas las cuales conducen finalmente a un dafio en el tejido cerebral.

Es asi como en este frente de trabajo se han descrito una serie de sefiales de dafio
innatas que estarfan involucradas en detonar la sobre activacién de las microglias, tales
como AGEs, HMBG], proteinas 8-100, oligémeros de péptido A (pero no los agregados
fibrilares) que activan la microglia por medio de los receptores RAGE. Por otro lado
oxLDL activan los TLRs, particularmente el TLR4, induciendo asi la activacion. Otras
sefiales de dafio, como dafio mecanico y el dafio generado por oxiradicales, fambién
inducen la produccién de oligéheros AB, AGE y proteinas S-100, lo que coniribuye al

proceso de activacién microgliali (Fernandez y col, 2008).




Todas estas sefiales de dafio gatillan mecanismos de alarma en el sistema inmune
innato, lo que se traduce en la activacién microglial, el cual comienza con el aumento en la
actividad del factor de transcripcién NFx-B el cual induce el aumento en la produccién de
citoquinas TNF-a, IL-6 e IL-1B'(Colton y Wilcock, 2010). La excesiva liberacién de estas
citoquinas resulta en una respuesta local inflamatoria y consecuentemente en una
degradacién neuronal (McGeer y col, 2006; Maccioni, 2008; Maccioni y col, 2009b; Rojo y
col, 2008). Finalmente los efectos de la sobre activacién microglial se resumen en la
liberacién excesiva de citoquinas pro-inflamatorias que generaran alteraciones en la
regulacién interna neuronal las que en su mayoria convergen en la alteracién de la proteina

tau, lo que conduce a la degeneracién y posterior muerte celular.

Con estos antecedentes, obtenidos de diversos grupos de investigacién, y en vista de
la necesidad de un marco tedrico confiable hemos propuesto como hipétesis central que una
activacién de largo plazo en ;31 sistema inmune i;}nato, prodicto de un conjunto de
alteraciones individuales de factores de riesgo, constituye un mecanismo unificado capaz de
gatillar una cascada inflamatoria que converge en alteraciones en el citoesqueleto, como
agregacion de tau y formacién de PHFs, con- consecuencias neurodegenerativas (Fernandez
y col, 2008; Maccioni y col, 2009b; Morales y col, 2010a,b). Esta hipétesis, denominada
Hipotesis Neuroinmunomoduladora proporciona una base conceptual cientificamente
fundamentada, ademds de un mecanismo unificado que explique la diversidad de los

factores de riesgo, su exposicién a largo plazo y la respuesta individual a tales dafios
(Figura 2). X
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Figura 2: Hipétesis neuroinmunomoduladora de la EA. Sefiales de dafio / alarma en el

sistema de inmunidad innata en etapas tempranas de la patogénesis de la EA desencadenan

el proceso neurodegenerativo (Fernandez y col. 2008; Maccioni y col, 2009b).




1.2 Hip6tesis para este Seminario de Titulo

La exposicién de microglias a sefiales de dafio del tipo estrés oxidativo y agregados
de proteina tan conducen a una sobre activacién de estas células, gatillando la

sobreproduccién de citoquinas proinflamatorias que conllevan a la neurodegeneracion.
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Determinacién de la activacion de microglias en cultivo en presencia de factores de

estrés oxidativo y de la exposicién a proteina tau.
1.3.2 Objetivos especificos .

« Obtencién de cultivo primario de microglia, aisladas de cortezas cerebrales de ratas
Sprague Dowley neonatas.

« Determinacién de la activacién celular de la microglia luego de la exposicién a
sefiales de dafio de tipo esirés oxidativo, mediante medicién de nitritos e
inmunofluorescencia.

« Purificacién de la proteina tau a partir de cerebro bovino.

« Determinacion de la activacién celular del cultivo de microglia al exponerlo a
formas moleculares que simulan la “tau patolégica” en diferentes estados de
agregacion (proteina mo;rioméﬁcas y filamentos), mediante medicién de nitritos ¢

inmunofluorescencia.




2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales
2.1.1 Reactives Generales

Azul de Coomasie, Azul‘ Tripan, Borax, BSA, D-Glucosa, DTT, EDTA, EGTA,
Etanol, Fluor face, Glicerol, H,O,, HyBO;, H3PO4, KCl, KH,POy,, Mes free acid, MgCl,, N-
(1-naftil)-etilendiamina, NaN Oz, Na;HPO,, NaCl, NaHCOs, NaOH, p-formaldeido, Poli-L-

lisina, Sacarosa, SDS, Sulfanilamida, Tris base, fueron.de grado p1:o analisis de alta pureza.
2.1.2 Reactivos para la purificacion de proteina tau

Para la purificacién de tau se procedié de acuerdo al protocolo de Farias y col,
(1992), en que se utilizan ambos hemisferios cerebrales de un cerebro fresco de bovino
aduito. Se utilizé tampén de homogenizacién pH 6,8 (preparacidn de: Mes 0.1 M pH 6,8,
glicerol 1.0 M; inhibidores de proteasas: aprotinina, leupeptina, pepstatina a
concentraciones finales de 2.0 pg/ml y PMSF 0.1 mM), Tampén de Polimerizacién de
Microtibulos pH 6,8 (preparacién de: Glicerol 2.5 M, GTP 1.0 mM, EGTA 0,5 mM y
MgCL2 1.0 mM), Tampon de Homogenizacién de Microttibulos-pH 2,5 (preparacién de:
Mes 20 mM, EGTA 0,5 mM, MgClZ 0.5mM, EDTA 0.5 mM, DTT 1.0 mM, NaCl 0,75
mM, PMSF 0,1 mM a 4°C), Buffer Tris- HCI1 2,5 mM pH 7,6 , Solucién de NaOH 0,2 M.
Cocktail de Inhibidores de Proteasas, Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina (Calbiochem),
GTP minimamente hidratado (SIGMA).

2.1.3 Materiales para la purificacion de proteina tau
Tubos plasticos de ultracentrifuga (Sorvall), tubos plésticos de 15 y 50 ml (Falcon),

vasos de precipitado de vidrio 500 y 1000 mi, homogenizador de téjido manual dounce
(Thomas).
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2.1.4 Reactivos esenciales para el Cultivo Celular

DMEM alto en ghicosa :(Caisson), Ham’s F-12 (Caisson), Suero Fetal Bovino
(HyClone), Soluciéon Antibidtico / Antimicético 100X (HyClone), Poly-L-Lysina
Hydrobromide (SIGMA), LPS ‘de Escherichia coli serotipo 01i1:B4 (SIGMA), tripsina
10X (HyClone ), PBS 1X (preparado y esterilizado), Solucidn Salina Hank’s (preparada y

esterilizada).
2.1.5 Reactivos para Cultivo Primario

El cultivo primario de microglias fue realizado a partir de un culitivo primario de
tejido mixto de corteza de ratas neonatas (PO) Sprague Dowley. Para la obtencién del
cultivo especifico microglial las células fueren separadas del cultivo de tejido mediante
agitacion y de acuerdo a principios de adhesion diferencial.

*

2.1.6 Materiales de Cultivo

Frascos de cultivo sin filtro de superficie de 75 cm® (Falcon), placas de 96 pocillos
de superficie 0,3 cm? (Orange Scientific), placas de 24 pocillos de 0,8 cm® (Orange
Scientific), cubreobjetos de superficie de 0,45 cm? (TCL), placas P60 de dismetro 20 cm®
de superficie (Orange Scientific), tubos de centrifuga plasticos 15y 50 mL (Falcon),
pipetas volumétricas de vidrio estériles, pipetas Pasteur de vidrio estéril y desechables,
unidades de filtracién desechablqs con poro de tamafio 0,2 pm (Orange Scientific), jeringas

5, 10, 20 y 50mL (BD Plastipe{k), unidades de filtracién para bomba de vacio Steritop
(Millipore),

2.1.7 Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anticuerpo Isolectina G5-1B4

conjugada con Alexa Fluor 568 de Griffonia simplicfolia y Faloidina Oregon Green 488.
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2.1.8 Equipos utilizados en el seminario de titulo

Ultracentrifuga Sorvall Ultra Pro®® (Sorvall), lector de placas Sumrise (TECAN),
Procesadora (Hamilton Beach), lupa (BAUSH y LOMB), microscopio optico de Juz clara
10X-20X-40X (Nikon), microscopio de Fluorescencia Axiovert 200M con camara
incorporada Axiocam HRM (Carl Zeiss), microscopio electrénico de transmisién modelo
EM 1200 (Jeol Ltda. Tokio, Japdn), agitador orbital (BIOSAN), bomba de Vacio (Gelman
Science), horno agitador (HYBRAID), incubadora (Forma Scientific), pHmetro (Lab-Tec),
balanza analitica (Arquimed),: balanza granataria (SARTORIUS), centrifuga clinica
(International equipament CO), campana de flujo Iaminar (FACTOMET), camaras de
electroforesis (BIO-RAD).

2.2 METODOS
2.2.1 Purificaciéon de proteina tan

La proteina tau fue extraida a partir de un cerebro fresco de bovino (recientemente
sacrificado) al cual se le retira el cerebelo, las meninges y restos de sangre. La metodologia
se baso principalmente en el pro:tocolo descrito por Farias y col, 1992. Los cerebros fireron
procesados segin el protocolo de ciclos repetitivos de ensamblaje y desensamblaje,
dependientes de temperatura. Una vez determinado el peso del cerebro completo, el tejido
se homogeniz6 con tampdn de homogenizacidn en una relacién de volumen de 1:1 y se
centrifugd por 30 minutos a 42000 g a 4°C, conservando el sobrenadante y desechando el
precipitado. Luego al sobrenadante se le adicionaron los componentes necesarios para la
polimerizacién de microtdbulos (correspondientes al tampdn de Polimerizacién de
Microtubulos), se incubd durante 1 hora a 37°C con agitacion leve y se centrifugd por 30
minutos a 42000 g a 37°C. Se desecho el sobrenadante y se conservd el precipitado, el cual
fue suavemente homogenizado utilizando en homogenizador dounce con un volumen de

tampoén de homogenizacidén de niicrotitbulos pH 2,5 en una relacién de 3:1 en funcién del

%
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volumen del precipitado, por 1 hora a 4°C. El homogenizado se calenté por 5 minutos a
100°C, se centrifugd por 40 minutos a 42000 g a 4°C, se desechd el precipitado y se
conservo el sobrenadante. A continuacién el sobrenadante fue diaIizz_1do durante 24 horas,
con cambios cada 4 horas, en buffer Tris-FICl 2,5M pH 7,6 utilizando una membrana de
dialisis de corte de 12-14 KDa. El resultado obtenido de la dialisis que contiene la proteina
tau fue concentrado mediante un sistema de ultrafiltracién Centricon en una centrifugacién

a 2000g por 30 minutos a 4°C.

Finalmente mediante una Electroforesis en gel de Poliacrilamida al 10% en
presencia de SDS y Western Blot se evalud el resultado de la purificacion de la proteina tan
bovina. La concentracién de proteina tau fue obtenida usando como coeficiente de

extincién molar eM = 7700M 'em ™ a 280 nm (Barrantes y col, 2009).
2.2.2 Agregacion de la proteinatau

Para la agregacién de la 'proteina obtenida de la purificacion se utiliz6 el protocolo
descrito por Friedhoff y col, 1998, en donde la proteina tau se agrega en presencia de
heparina como agente inductor de la agregaci6n, y la agregacion se analizé mediante
microscopia electrénica. Como los agregados de proteina serin adicionados a los cultivos
celulares es necesario esterilizar las soluciones y preparar las mezclas en condiciones
estériles. Una vez purificada 1a proteina y determinada su concentracién, se definié la
cantidad necesaria para la experimentacion y ésta se resuspendié en Buffer Mes 0,IM —
Glicerol 1M pH 6,8. Para esterilizar esta solucién de la proteina tau se incubé por 8 minutos
a 100°C.

Para esterilizar la solucidn de heparina, ésta se disolvié en H,O estéril y la solucién
fue filtrada en condiciones estériles utilizando una unidad de filtracién desechable-con poro
de tamafic 0,2 pm. La cantidad de heparina a utilizar se estimé para una relacién de
concentraciones molares de heparina: protena tan de 1:4. Una vez realizada la mezcla de
la proteina tau y hepatina se incub6 por 10 dias a 37°C con agitacidn leve. Al completar €l

dia 10 de incubacién, bajo condiciones estériles, fue extraida la mezcla preparada y se
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conservé a -20°C en caso de no ser utilizada inmediatamente. Los agregados obtenidos

pueden ser visualizados en el microscopio electrénico de fransmision.
2.2.3 Cultivo Primario

Tanto la obtencién del cultivo primario como el de microglia se basaron en el
procedimiento descrito por Lue y col. 1996, al cual se le hicieron algunas modificaciones
descritas en detalle a continuacién. 24 horas antes de realizar el cultivo primario los frascos
T-75 fueron tratados con poli-L-lisina, colocando 8 ml de una solucion estéril de poli-L-
lisina a una concentracién de 1mg/ml e incubando toda la noche a 37°C en aire con 5% de
CO,. Al dia siguiente, previo aI cultivo, se recuperd la solucién de poli-L-lisina y los
frascos fueron lavados con agua estéril por tres vece;; de esta manera los frascos quedan

listos para depositar las células en su interior.

A partir de la extraccién del cerebro completo de una rata neonata Sprague Dawley
(de no mas de 24 horas), en condiciones estériles, fueron separados los hemisferios
cerebrales, se les retiraron y desecharon las meninges y el cerebelo. Una vez limpios los
hemisferios fueron lavados tres veces con solucién salina Hanks a 4°C para desprender y
retirar todos los restos de las meninges. Luego, utilizando la bomba de vacio, se extrajo la
solucién salina y los hemisferios fueron cortados mecanicamente cnl pequefios pedazos y
expuestos a tripsina 1X, con.uma relacién volumétrica de 500ul por cada par de
hemisferios, € incubados a 37°C por 10 minutos. Para inactivar la accién de la tripsina se
adicionaron 2 volimenes de medio DMEM-F12, el tejido se resuspendidé y se homogenizé
utilizando una pipeta estéril. El homogenizado fue centrifugado por 10 minutos a 75 g a
temperatura ambiente. Mediante succion con una bomba de vacio se eliminé el
sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en medio fresco DMEM-F12 (en 4 ml de
medio fresco por cada par de hemisferios) y depositado en frascos de cultivo T-75, los que

fueron incubados durante toda la noche a 37°C en aire con 5% de COs.

Al dia siguiente por medio de succién con bomba de vacfo y en condiciones

estériles, se elimind todo el medio contenido en los frascos y se reemplazé por 15 ml de

4 4
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medio fresco DMEM-F12. Los frascos con células fueron incubados por 14 dias, realizando
cambios de medio (de la mitad del contenido) cada 2 dias. Luego del dia 14 se dejo en

reposo hasta el dia 21.

2.2.4 Cultivo de Microglia

*

4

A partir del dfa 21 del cuitivo primario los frascos fueron retirados de la incubadora
y bajo condiciones estériles se exirajo todo el medio. Este se deposita en tubos Falcon
estériles y se centrifugan por 10 minutos a 75 g. El medio retirado a partir de ahora es
denominado medio condicionado. Por otro lado, los frascos fueron rellenados con 6 ml de
medio fresco DMEM-F12 (a temperatura ambiente) y agitados con un agitador orbital por
30 minutos a 200 rpm a temperatura ambiente. Posteriormente el medio de los frascos fue
depositado en tubos Falcon, y centrifugados por 10 minutos a 75 g. Los frascos T-75 vacios
son rellenados con 15 ml de medio fresco DMEM-F12 e incubados a 37°C en aire con 5%
de CO, por 7 dias, hasta la préxima cosecha celular. Luego de 1a centrifugacion, el
soi)renadante fue desechado y las células resuspendidas en medio condicionado a una razén
de un volumen de 1 ml por frasco de cultivo (T-75). Las céluias resuspendidas fueron
contadas utilizando la cdmara de Neubauer, vy luego depositadas en los pocillos de las
placas de cultivo e incubadas por 10 minutos a 37°C en aire con 5% de CO;. Finalmente se
extrajo el medio de los pocillos y se desechd. Este fue reemplazado por medio fresco
DMEM-F12 (volumen segiin tamafio del pocillo) y se incubd a 37 °C en aire con 5% de

CO, durante 2 dias para estabilizar las células luego del estrés sometido.
2.2.5 Exposicion de Microglias a Peroéxido

" Pasadas 48 horas del cultivo a 37°C en aire con 5% de CO; las microglias se
observaban con su morfblogia y"caracteristicas normales. Para evaluar el efecto de sefiales
que pueden inducir la cascada ;1@ activacion, las células fueron expuestas a peroxido de
hidrégeno (H,02). El volumen de H;0; que se adiciond a las células no fue mayor al 10%
del volumen total, con el fin de no alterar mayormente las condiciones iniciales en que se

encuentran las células. De esta manera si las microglias fueron depositadas en placas de 24
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pocillos el volumen maximo para agregar H,O; fue de 50ul. y en el caso de las placas de 96
pocillos el volumen maximo fue de 10pul.

Las células fueron expuestas a un rango de concentraciones que van desde los 0.5-
500uM H;0,. en triplicado y sextuplicado (si eran placas de 24 y de 96 pocillos
respectivamente) y posteriormente incubadas por 48 horas a 37°C en aire con 5% de CO,.
Como control positivo de activacion celular las microglias fueron expuestas a LPS 2.5y 5
ug/ml (Willis y col, 2010), y como control negativo de activacion celular las microglias
fueron expuestas a H,O estéril. En placas de 96 pocillos las concentraciones utilizadas

fueron distribuidas como se observa en la Figura 3.

1234 56789101012
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G
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Columnas Columnas con células en exposicién a H202
C?{;‘éo: sLtj.-é‘:Sily Aumento de la [H202]

Figura 3: Ejemplo grifico de cultivo microglial en placas de 96 pocillos. Se muestra la

distribucion experimental de la exposicion de las células a las diferentes concentraciones de
H>0,.
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2.2.6 Exposicion de microglias a proteina tau

Pasadas 48 horas del cultivo de microglias a 37°C en aire con 5% de CO; diferentes
placas con células fueron expuestas a proteina tau monomérica ¢ a proteina tau agregada
(segin protocolo de agregacién :iescrito con anterioridad). El volumen de proteina que se
adiciond a las células fue menor al 10% del volumen total, con el fin de no alterar
mayormente las con;iiciones ,ini;:iales en que se encuentran las células.‘ De esta manera si
las microglias fueron depositadas en placas de 24 pocillos el volumen maximo para agregar

es de 50pl, vy en el caso de las placas de 96 pocillos el volumen méaximo es de 10ul.

Las células se expusieron a concentraciones de proteina desde los 0,2-50pg/mi, en
estado monomérico y agregado, en triplicado y quintuplicado (si eran placas de 24 y de 96
pocillos respectivamente) y posteriormente incubadas durante 48 horas a 37°C en aire con
5% de CO,. Como confrol positivo de activacién celular las microglias fueron expuestas a
LPS 5 pg/ml, como control negativo de activacion celular las microglias fueron expuestas a
HyO estéril v a buffer Mes-Glicerol. En el caso de las células expuestas a proteina tau
agregada se considerd la realiza(::.ién del control con heparina 0,1pnM, por ser esta la mayor

concentracién de heparina a la que fueron expuestas la microglias.
2.2.7 Medicién de Nitritos

Pasadas 48 horas de exposicién a H;O; y proteina tau, en condiciones estériles, se
extrajeron 50 pl de medio condicionado de cada pocillo de microglias y se depositaron en
el pocillo correspondiente de una nueva placa de 96 pocillos. Posteriormente se adiciono
10pl de EDTA 0,5M y 60pl de reactivo de Griess (Miranda y col, 2001) por pocillo, y una
solucién de N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro (0,1% p/v en 5% de H3PO4) con
sulfanilamida (1% p/v en 5%.H;PO;) protegida de la luz. Esta solucién se prepard
inmediatamente antes de realizélr la reaccién colorimétrica. Una vez que se mezcla del
reactivo de Griess con el EDTA y el medio condicionado se dejé reposar por 5 minutos y se
monitored el nivel de nitritos por el cambio coloriméirico en un espectrofotometro a una

longitud de onda de 546nm:.
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2.2.8 Inmunofluorescencia

Para realizar las inmunofluorescencias las células microgliales fueron cultivadas en
cubreobjetos previamente depositados en placas de 24 pocillos. Los cubreobjetos que
contiene las microglias adheridas fueron lavados con PBS 1X bajo condiciones estériles.
Las ce¢lulas fueron fijadas con una solucidn de paraformaldehido 4% y sacarosa 4% en
PBS 1X durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X
por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego los cubreobjetos fueron bloqueados por 1
hora con una solucién de PBS 1X y BSA 5% a temperatura ambiente, o a 4°C durante toda
la noche. A continuacién en una cédmara oscura y himeda los cubreobjetos fueron
incubados por 90 minutos a ternperatura ambiente con el anticuerpo Isolectina G5-IB4
conjugado con Alexa Fluor 568 y Faloidina, diluidos 17200 y 1:300 respectivamente en una
solucion de PSB 1X y BSA 5%. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X por 5
minutos a temperatura ambiente, los cubreobjetos sumergidos en H,O, secados y
depositados sobre una gota de 7pl de Fluorface en un porta objetos. Se dejaron secar
inméviles y en oscuridad a temperatura ambiente hasta que el Fluorface solidificé.

Finalmente se guardaron en oscuridad a 4°C.
2.2.9 Analisis estadistico
Para el analisis estadlstlco se utilizé el programa computacional PAST, con el cual

se obtuvo los resultados del anahsls comparativo de la varianza (ANOVA) de los valores de

nitritos en el medio extracelular que fueron registradas en cada medicién.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencion de cultivo primario extraido de corteza completa de rata neonata

Siguiendo el procedimiento descrito en la Metodologia para la obtencion del cultivo
primario de corteza. se obtuvo un cultivo mixto de células como el que se observa en la
Figura 4. En este cultivo de 10 dias se aprecian distintos tipos celulares, tales como
astrocitos, microglias y neuronas. Se destacan las microglias como esferas brillantes
adheridas sobre la formacion de una primera capa de células mayoritariamente compuesta
de astrocitos, los que se encuentran extendidos por todo la superficie basal del frasco de

cultivo.

Figura 4: Cultivo primario de corteza de 10 dias. Imagenes de células en campo claro
obtenidas desde un microscopio 6ptico de luz clara, donde a modo de ejemplo las flechas
rojas sefialan células microgliales, flechas verdes células neuronales y flechas lila células

astrogliales. Barra = 50 um.
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Cabe hacer notar que estos cultivos tienen una duracién de 42 dias, y que de ellos se
pueden obtener de 3 a 4 cultivos microgliales, por, lo que file necesario realizar estos

cultivos periodicamente. . °*
3.2 Aislamiento de microglias desde cultivo primario de corteza.

Pasado el dia 14 del cultivo primario de corteza (o cultivo mixto) el frasco de
cultivo fue incubado por 7 dias sin cambio de medio, y manteniendo las condiciones de
incubacién, para estimular la diferenciacién celular por escasez de nuirientes. De esta forma
a partir del dia 21 de cultivo se realizo el aislamiento de células microgliales.

Dado que las microglias tienen una velocidad de adherencia a superficies plésticas
mayor que el resto de los tlpos celulares presentes en el cultivo' mixto, el aislamiento se
realizé por adhesion diferencial (Lue y col, 1996) y por lo tanto no hubo necesidad de
incorporar polilisina en las nuevas placas de cultivo. De acuerdo a la metodologia descrita
para el cultivo de microglias, la mezcla de células sometidas a una agitacién orbital de los
frascos de cultivo fue depositada en las placas de cultivo de 96 pocillos o en las de 24
pocillos, dependiendo si la finalidad era realizar un ensayo de determinacién de nitritos o
una inmuno flucrescencia respectivamente. Una vez realizados los pasos de obtencién de
cultivo microglial, las células se dejaron estabilizar por 48 a 72 horas antes de recibir
cualquier tratamiento, dado el estrés celular asociado al procedimiento. Finalmente se

obtuvo un cultivo de microglias como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Cultivo de microglias no activadas con 48 horas de reposo. Imagenes de
células en campo claro obtenidas desde un microscopio optico de luz. Flechas rojas sefialan

algunas de las células microgliales presentes en el cultivo. Barra = 50 um.

3.3 Exposicion de cultivos microgliales a H>O, y determinacién de la activaciéon

microglial.

Pasadas 48 horas de reposo de los cultivos microgliales y segun las caracteristicas
morfolégicas observadas en el microscopio Optico, las células fueron expuestas a 8

concentraciones diferentes de H,O, y los resultados analizados (Figura 6).

3.3.1 Resultados de la determinacion de nitritos

Luego de incubar las células con las diferentes concentraciones de H,O, por 48
horas se determind la activacion microglial midiendo la concentracion de nitritos presentes
en el medio extracelular por efecto de la liberacion de NO desde la microglia activada. Los
resultados de las mediciones fueron estandarizados utilizando una curva de calibracion de

NaNO, desde los 10uM a ImM, y analiz6 la absorbancia del contenido de cada uno de los




pocillos con una concentracion de nitritos determinada por la curva de calibracion. El
maximo de repeticiones de un experimento fue de 27 veces y el minimo fue de un n=17. En
todos los casos se obtuvo la media aritmética como valor representativo de las

concentraciones y el error asociado al calculo del promedio.
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Figura 6. Determinacion de nitritos en el medio extracelular de células expuestas a
H>0,. Promedio de la concentracion de nitritos en el medio extracelular de células
microgliales expuestas a H,O,. Los valores corresponden a la media aritmética con sus
respectivas desviaciones estandar. La realizacion de un ANOVA de las muestras arrojo
para la muestra grupal un valor de p < 1x10” donde (*) presento la mayor diferencia
significativa cuando se analiz6 con respecto a las otras muestras (p < 0.003) y (**) presento
una diferencia significativa del 5% con respecto a H,O, uM (p < 0,05) y presento un valor

de p < 1x107 con respecto al resto.

A partir de estos resultados se construyd una grafica del porcentaje de activacion
celular asociado a la concentracion de H,O, a la que fueron sometidas las células (Figura

7). Para determinar el 100% de activacion se considerd la activacion registrada




(concentracion de nitritos en el medio extracelular) con el control de LPS 2.5 pug/ml y se

resto la activacion basal correspondiente a la activacion registrada con el control de H»O.
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Figura 7. Porcentaje de activacion microglial. Célculo del porcentaje de activacion
asociado a las diferentes concentraciones de H>O» a las que fueron expuestos los cultivos en

funcion de la activacion celular presentada por la exposicion a LPS.

Al exponer las células microgliales a diferentes concentraciones de H,O, estas
revelan un aumento en la activacion celular, dada la concentracion detectada de nitritos del
medio extracelular, la cual va en aumento conforme aumenta la concentracion de H,O» en

el medio extracelular.

3.3.2 Inmunofluorescencia de células microgliales en exposicion a H,O,

A partir de un cultivo microglial, desarrollado sobre cubreobjetos de vidrio en
placas de 24 pocillos, incubado con las diferentes concentraciones de H,O, por 48 horas, se
determiné la activacion celular por medio de los cambios morfologicos observados
mediante técnicas de inmunofluorescencia. Nuevamente se utilizo6 LPS como control
positivo de activacion, a una concentracion de 2.5 pg/ml, y H,O estéril como control

negativo de activacion. Como marcador especifico para microglias se utilizo Isolectina G5-
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[B4 conjugada con Alexa Fluor 568 y para observar la morfologia del citoesqueleto celular
se utilizo Faloidina. Los resultados de la inmunoflorescencia revelan cambios notables en la
morfologia celular producto de la exposicion a concentraciones H,O,, la cual cambia desde
un estado ramificado, o con prolongaciones. a uno completamente ameboideo con la

completa ausencia de las prolongaciones iniciales (Figura 8).

H,0,10M

H,0,;500uM LPS 25 giml

Figura 8. Inmunofluorescencia de cultivos microgliales expuestos a H-,0..
Demostracion de activacion microglial por cambios morfologicos gatillados por la
exposicion a concentraciones crecientes de H,O,. Las imagenes muestran marcaje del

citoesqueleto de actina (en verde) y de células microgliales (en rojo). Barra =5 um.




3.4 Purificacion de proteina tau a partir de cerebro de bovino.

LLa proteina tau bovina obtenida de la purificacion fue cargada en un gel SDS-PAGE
al 10%, y después de la electroforesis tefiida con azul de Coomassie y verificada mediante
Western Blot con el fin de evaluar la pureza de proteina tau (Figura 9). La concentracion de
proteina purificada se calculé usando como coeficiente de extincion molar de proteina tau
eM = 7700M 'em ! a 280 nm (Barrantes y col, 2009). La concentracion obtenida fue de
0.85 mg/ml.

gg‘i :

—

Figura 9. Purificacion de proteina tau bovina. A) Western blot: Muestra las seis
isoformas de la proteina tau obtenidas de su purificacion entre 55 kDa y 65 kDa. Carril 1:
Sobrenadante de extracto de cerebro bovino, Carril 2: Sobrenadante de polimerizacion de
microtubulos, Carril 3: Precipitado de tratamiento con acido y shock térmico, Carril 4:
proteina tau dializada, Carril 5: Estandar de peso molecular All Blue (catalog #161-0373
BIO-RAD). B) SDS-PAGE: muestra de la purificacion de la proteina tau bovina en gel de
poliacrilamida 10% con tincion azul de Coomasie. Carril 1: Estandar de peso molecular All
Blue (catalog #161-0373 BIO-RAD); Carriles 2: Sobrenadante de extracto de cerebro
bovino. Carril 3: Sobrenadante de polimerizacion de microtubulos, Carril 4: Precipitado de
tratamiento con dcido y shock térmico, Carril 5: proteina tau purificada y dializada que

muestra un patron de isoformas.
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3.5 Ensayos de agregacion de proteina tau

La formacién de agregados de proteina tau por efecto de la heparina fue monitoreada
en alicuotas 50 pl de las muestras en incubacion mediante Microscopia Electrénica de
Transmision. Se observé la formacién de agregados aislados por efecto de la concentracién

de proteina incubada: 500, 50, 20 pg/mi (no mostrado).

3.6 Exposicion de cultivos microgliales a proteina tau y determinacion de la

activacién microglial.
3.6.1 Determinacion de nitritos en exposicion a proteina tau monomérica.

Consideramos como proteina tau monomérica a la proteina obtenida por la
purificacién desde cerebro de bovino sin tratamiento de agregacién, esterilizada mediante
condiciones de alta ternperatura "donde la proteina tau no se ve afectada dada su resistencia
a altas temperaturas. Una vez transcumdas las 48 horas de incubacién de los cultivos
microgliales y segiin las caracteristicas morfol6gicas observadas en el microscopio 6ptico,
las células fueron expuestas durante 48 horas a 4 concentraciones distintas de la proteina
tau monomeérica. Estas concentraciones son 50 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/mly 1 pg/ml, v
todas con enire 7 y 9 repeticiones experimentales. Como controles experimentales se
considero someter el cultivo microglial al buffer de dilucién estéril en el cual esta contenida
la proteina (Tampén de Homogenizacion), a una solucién estéril de LPS al 5 pg/ml y a
finalmente a H,O estéril. 2

Para determinar la activacion celular se midié la concentracién de nitritos liberados
por las células al medio extrace'lular, signiendo el -mismo procediniiento de medicién
utilizado con los ensayos experimentales de H,0,. En todos los casos experimentales se
obtuvo como valor represent.ante' la media aritmética y el error estandar asociado a éste
célculo (Figura 10). Para la validacién estadistica de los valores obtenidos se realizé un
ANOVA de los datos comparando las diferencias significativas en cuanto al grupo de datos

y entre los mismos datos.
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A partir de los resultados obtenidos en la medicion de la concentracion de nitritos se
construyd una grafica del porcentaje de activacion celular en funcion de la concentracion de
la proteina tau en estado monomérico al que fueron sometidas las células (Figura 11). Para
determinar el 100% de activacion se considero la activacion registrada con el control

positivo, en este caso de LPS 5 pg/ml y se resto el valor de la activacion basal obtenido con

el control Mes 0,1M — Glicerol 1M.
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Figura 10. Determinacion de nitritos en el medio extracelular de células expuestas a
proteina tau monomérica. Promedio de la concentracion de nitritos en el medio
extracelular de células microgliales expuestas a proteina tau en estado monomérico. La
realizacion de un ANOVA, para la muestra grupal, arrojo un valor de p < 0,001, a pesar de
ello al hacer el andlisis comparativo entre las muestras no presentaron diferencias
significativas con respecto a las otras, salvo entre tau 50 pug/ml y tau 1 pg/ml, que
presentaron un p<0,03. Solo el control positivo presento diferencias significativas con la

totalidad de las muestras p<0,0001(*).
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Figura 11. Porcentaje de activacion microglial. Calculo del porcentaje de activacion
asociado a diferentes concentraciones de proteina tau monomérica a las que fueron

expuestos los cultivos microgliales.

Al exponer las células microgliales a diferentes concentraciones de proteina tau en
estado monomérico, éstas no revelaron un aumento de la activacion celular asociado al
aumento en la concentracion de la proteina, segin lo registrado por la medicion de nitritos
en el medio extracelular. Esto fue respaldado a ver el resultado del analisis ANOVA con un
p < 0,001 de muestreo grupal y donde la diferencia mas significativa entre las muestras fue

de un 3% (Figura 10).

3.6.2 Determinacion de nitritos luego de exposicion a proteina tau agregada.

Para obtener proteina tau agregada la proteina se tratd con un agente que induce su
autoagregacion. Se utilizo heparina a una concentracion en relacion 1:4 mol/mol respecto a
la proteina tau. Para inducir la agregacion se siguio la metodologia descrita en el punto

2.2.2.
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A partir de un cultivo de microglias incubado por 48 horas para estabilizar las células
y segun las caracteristicas morfoldgicas observadas en el microscopio Optico, las células
fueron expuestas por 48 horas a 5 concentraciones distintas de proteina tan agregada. Estas
concentraciones fueron: 50 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/mly 1 pg/ml. Se realizaron entre 5 y 7
repeticiones experimentales. Como controles experimentales se sometié el cultivo
microglial al buffer de dilucidn estéril en el cual esti contenida la proteina (Tampon de
Homogenizacion, Mes 0,1M- Glicerol 1M), a una solucién estéril de LPS al 5 pg/ml, a H,O
estéril y finalmente a una solucién estéril de heparina 0,1 pM. La concenfracion de
heparina utilizada como solucién control fie fijada en funcidn de la mayor concentracién
de heparina presente en la solucién de proteina tau agregada, correspondiendo asi a la

.~

solucién de proteina tan agregad'a a 50 pg/ml. .

Para determinar la activacién celular se midié la concentracién de nitritos liberados
por las células al medio exiracelular, siguiendo el mismo procedimiento de medicion
utilizado con los ensayos experimentales de H,O; y proteina tau monomeérica. En todos los
casos experimentales se obtuvo como valor representante la media aritmética de las
concentraciones, considerando el error estindar asociado al célculo del promedio.
Adicionalmente se realizé un ANOVA de los datos obtenidos como test estadistico de
validacion de las diferencias observadas, sobre todo entire el control de heparina y proteina
tau agregada de 50 pg/mi (Figura 12).

Con estos resultados se Eonstruyé una grafica’del porcentaje de activacién celular
asociado a la concertacién de proteina tau agregada a la que fueron sometidas las células
(Figura 13). La determinacion del 100% de activacion fue considerada por la medicién de
nitritos en el medio extracelular registrada en las células expuestas a LPS 5 pg/ml y se resto

el valor de la activacion basal, activacion registrada al exponer a la células al agente control
Mes 0,1M — Glicerol 1M.
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Figura 12. Determinacion de nitritos en el medio extracelular de células expuestas a
proteina tau agregada. Promedio de la concentracion de nitritos en el medio extracelular
de células microgliales expuestas a proteina tau en estado agregado. La realizacion de un
ANOVA de las muestras arrojo un valor de p < 1x10™, donde sélo la muestra de tau 50
pg/ml presentd diferencias significativas con la mayoria de las muestras (p < 0.04), y
heparina 1 uM presento diferencias significativas con tau 0.5 y 2 ug/ml (p < 0,002). (*)

presento diferencias significativas con el resto de la muestra (p < 0,001).
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Figura 13. Porcentaje de activacion microglial. Calculo del porcentaje de activacion
asociado a diferentes concentraciones de proteina tau agregada a las que fueron expuestos

los cultivos microgliales.
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Al exponer las células microgliales a diferen‘ges concentraciones de proteina tau
agregada éstas revelaron un aumento gradual de la activacion celular asociado al aumento
en la concentracidn de la proteina, esto segin lo registrado en la medicién de nitritos
presentes en el medio extracelular y respaldado por el resultado del ANOVA de grupo (p <
1x10°). El porcentaje de activacién, en el ltimo caso, superd el 60% de activacién lo cual
permite suponer una activacién mayor en funcion del aumento en la concentracién de Ia
proteina en comparacién a lo registrado con la proteina en estado monomérico. Esto se ve
confirmado en la Figura 13 doride se observé una clara tendencia al aumento de la

activacion en funcién de la dosis de proteina utilizada.
3.6.3 Inmunofluorescencia-de ¢élulas microgliales expuestas a proteina tan agregada.

A partir de un cultivo microglial, desarrollado sobre cubreobjetos de vidrio en placas
de 24 pocillos, incubado por 48 horas con las diferentes concentraciones de proteina tau
agregada, se determino la activacion celular por medio de los cambios morfolégicos
observados por medio de inmunofluorescencia. Se utiliz6 LPS como control positivo de
activacion, a una concenfracion de 5 pg/ml y H,O estéril como control negativo de
activacion. También se consideré como control la exposicién de las células microgliales al
buffer de dilucién estéril en el cual esta contenida la proteina (Tampén de
Homogenizacién) y a una soluci::’m estéril de heparina 0,1 uM, para descartar los efectos
producidos por estos factores a:dicionalcs. Como mafcador especifico para microglias se
utiliz6 Isolectina G5-1B4 co;ljugada con Alexa Fluor 568 y para obse;'var la morfologia del

citoesqueleto celular se utilizé Faloidina.

Los resultados de la inmunoflorescencia revelan considerables cambios en la
morfologia celular producto de la exposicién a diferentes concentraciones de proteina tau
agregada (Figura 14). La morfologia celular presentdé cambios desde un estado con
prolongaciones, a uno completamente ameboideo y muy expandido, con ausencia de

prolongaciones iniciales {Figura 14). Por otro lado la exposicién de los cultivos a heparina

31




también refleja un cambio importante en la morfologia celular. la cual se presentd

ameboidea, expandida y fibrosa (Figura 14).

tau 2 pg/mi tau5 pg/mi

tau 10 g/ml

Figura 14. Inmunofluorescencia de cultivos microgliales expuestos a proteina tau
agregada. Inmunofluorescencia de cultivos microgliales expuestos a concentraciones
ascendentes de proteina tau agregada y LPS. Las imagenes muestran marcaje del

citoesqueleto de actina (en verde) y de células microgliales (en rojo). Barra = 5 um.

]
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4. DISCUSION
4.1 Cultivo de microglias.

Es importante discutir aspectos metodoldgicos claves para este seminario de titulo.
Fue necesario realizar numerosos cultivos de microglia para estandarizar y ajustar el
protocolo de microglias obtenidas a partir de un cultivo primario de corteza. Se hicieron
algunos ajustes al protocolo inicial, como el tiempo y forma de agitacién de los frascos de
células, con el fin de buscar el tiempo éptimo donde se soltaran mas células y no se vieran
afectadas para su posterior cultivo. Para esterilizar los cubreobjetos estos fueron
sumergidos en etanol al 70%, flameados bajo campana para mantener las condiciones
estériles y depositados inmediatamerite en las placas de cultivo.de 24 pocillos donde se
llevd a cabo del cultivo de micr’oglias. Existen otras metodologias para eliminar los restos
organicos que se depositan en la superficie de los cubreobjetos, como el tratamiento con
acido nitrico, pero los resultados obtenidos utilizando este tratamiento no tuvieron
diferencias relevantes en comparacion a los resultados obtenidos con el tratamiento de

etanol 70%, por lo que los cubreobjetos no fueron tratados con dcido nitrico (no mostrado).

La diversidad celular presente en los frascos de cultivo a contar del dia 10 (Figura 4)
contempla mayoritariamente cél}ilas microg;liales y asirogliales, se observan muy pocas
neuronas, esto debido a que el medio de cultivo utilizado (DMEM F-12) favorece el
crecimiento de estos tipos celulares, no asi el de neuronas u otros. En la Figura 4 es posible
distinguir que las ;:élulas ast;ogliales se ubican ;311 un plan;) ‘inferior a las células
microgliales y neuronales, como formado una monocapa de células que sirve de suelo y
sustento para los otro tipos celulares, y sobre ellas se posicionan microglias y neuronas.

- Por otra parte, una vez que son extraidas las células microgliales del cultivo mixto de
tejido estas deben permanecer por al menos 48 horas incubadas sin recibir cambios de
medio para inducir su estado de reposo el que se ve representado en la Figura 5, ya que el
estrtés mecanico al que son sometidas las células en el proce;so de agitaciéon y
desprendimiento activa a la microglia, obligando a realizar un periodo de normalizacién

una vez que son depositadas en nuevas placas.




4.2 Efecto del H;0; en células microgliales.

La generacion de ROS es un proceso normal asociado a la respiracién mitocondrial y
a la respuesta inflamatoria. Este proceso se ve incrementado con el envejecimiento celular
por efecto de la pérdida en la eficiencia, o bien aumenta su acumulacién por diversos
procesos inflamatorios. Es por e:'sto que el estrés oxidativo puede tener un papel causal o
bien estaria mvolucrado en la propagaclon del dano celular en patologias como la EA
(Bonda y col, 2010; Markesbery, 1999). El NO al encontrarse en grandes cantidades se
combina con el anién superdxido (O;-) formando peroxinitrito (ONOO-) originando no
s6lo estrés oxidativo sino también nitrosativo, asociados a la disfuncién mitocondrial y al
consecuente dafio mitocondrial (von Bembhardi 2005). Al ser activada la microglia libera
citoquinas pro-inflamatorias, NO y citotoxinas capaces de dafiar a otras células aledafias, a
las neuronas, o bien capaces de propagar el proceso inflamatorio (von Bernhardi y Engenin,
2004; von Bernhardi 2005). '

~ Las microglias se activan cuando son expuestas a H>0,. Esto fue evidenciado en la
deteccion de los nitritos presentes en el medio extracelular, con las imagenes de las
inmunofluorescencias y corroborado con el anilisis estadistico de las muestras. Los
cambios evidenciados en la morf'ologia dan cuenta del paso de una forma celular ramificada
a otra expandida y muy ameboidea, donde casi no es visible la morfologia celular e incluso
mostrando una esfructura muy desintegrada (Figura 8). Por otro lado, los resultados
obtenidos al aplicar un ANOVA revelan que existen diferencias significativas en termino
de analisis grupal (p < 1x10™®), pero por otro lado el analisis comparativo entre las muestras
solo permite definir que a partir del tratamiento con 50 uM de H,O; tiene diferencias
significativas (p < 0,003). Aun asi es posible evidencias una tendencia correlativa entre el
aumento de la activacién ceIular y la dos1s de H>0; que fue incorporada a los cultivos
(Figura 7). Por lo que, es p051ble decir que la activacion Imcroghal aumenta en forma
proporcional al aumento en las .concentraciones de }{202. Esto apoya la idea que en el
organismo, el dafio provocado por la acumulacién de componentés oxidativos a lo largo de
la vida, puede conllevar a la activacién y sobre activacién de las células microgliales en la

medida que se acumulan componentes de estrés oxidativo en el entorno celular.
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Esto resulta significativo considerando la hipétesis de estudio de este seminario de
titulo, ya que en la Hipétesis Neﬁroinmunomodulador% (FernandeZ y col. 2008; Maccioni y
col, 2009b), uno de los agentes involucrados en el desarrollo de la patogénesis de la EA es
la acumulacion de especies reactivad del oxigeno (ROS) en el tiempo (von Bernhardi
2005). De csta forma Ja evidencia presentada por la activaci6n microglial en presencia de
H;0,, es una forma de correlacionar el evento “sefial de dafio tipo estrés oxidativo™ con el

efecto “induccidn de la neurodegeneracion” por medio de la sobre activacién microglial.
4.3 Purificacion y agregacién de proteina tan.

Si bien la metodologia para la purificacién de la proteina tau estuvo basada en lo
descrito por Farias y col. 1992, se-hicieron algunas modificaciones con el fin de optimizar la
cantidad y el grado de purezd de proteina obtenida. Se aprovechal;on algunas de las
caracteristicas de la proteina tau, como su resistencia a altas temperaturas y a condiciones
4cidas. Parte de su purificacidn se basé en incubar el homogenizado por mas tiempo a altas
temperaturas y al tratamiento 4cido con tampén de homogenizacion de microtibulos pH
2,5. Cabe recordar que las etapas criticas en la purificacién de la proteina tau residen en la
delicada secuencia de ciclos'de polimerizacién y despolimerizacién (Maccioni y col, 1988),
procedimientos sumamente sensibles a los cambios de temperatura, lo que explica la

diferencia entre las temperaturas utilizadas en el protocolo de purificacién (37°C y 4°C).

4.4 Efecto de 1a protei,na'tau en células microgtiales.

-

’ +

En la exposicién de l;s células microgliales a proteina tau se consideré el uso de la
proteina en dos estados monomérico y agregado. Esto por que en condiciones fisiolégicas
normales las células neuronales contienen proteina tau monomérica en el citosol
(Mandelkow y col, 2007) lo que le permite su papel en la dinimica normal de
polimerizacion y despolimerizacién de los microtiibulos (Gonzalez y col, 1998; Avila y col,
2004). Por otro lado en condiciones patolégicas, como la EA, la protéina tau se encuentra

en las neuronas formando agregados proteicos insolubles y altamente téxicos (Gonzalez y

H
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col, 1998; Maccioni y col, 2001; Avila y col, 2004; Mandelkow y col, 2007; Gémez-Ramos
y col, 2006). Estos agregados proteicos facilitan la auto-agregacién de la proteina y
finalmente conducen a la neurodegeneracién, siendo liberados al medio extracelular cuando

ocurre la neurodegeneracién (Gomez-Ramos y col, 2006).

Las concentraciones utilizadas en la exposicion de las células microgliales a proteina
tau, tanto en el caso de proteina: tau monomérica como proteina tau agregada, estuvieron
basadas en el rango de concentraciones utilizadas por Gémez-Ramos y col. (2006) en su
trabajo con neuronas expuestas, a proteina tau extracelular. En su trabajo se observaron
efectos téxicos para las neuronas en un rango de 0 a 5 uM, pero considerando las que las
microglias son células altamente sensibles a los cambios en la homeostasis del
microambiente neuronal en este trabajo se amplid el rango de concentraciones de

experimentacion de 0,5 a 50 M.,

Los cultivos microgliales fueron en un principio expuestos duraﬂte 24y48horasala
proteina tau. Los resultados de 24 horas de exposicién (que no se muestran) evidenciaban
algunos cambios y efectos en Io; cultivos celulares pero no resultaron ser claros. Los
resultados obtenidos a las 48 horas de exposicion resultaron ser mucho claros en el efecto
de la proteina tau sobre las c_éiulas y por ello se‘utilizé este intervalo de tiempo de

»

exposicion de los cultivos al agente de estrés.
4.4.1 Proteina tau monomérica.

Los resultados obtenidos ‘al exponer los cultivos microgliales a proteina tau
monomeérica mostraron un patrén de activacién errdtico sin presentar una tendencia
definida (Figura 10). Al realizar un ANOVA de los datos en forma grupal estos presentaron
una diferencia significativa aproximada a un 0,1%, lo que difiere enormemente de lo
observado en el caso anterior (&onde el valor de p en el analisis gi'upal era menor a un
1x10). Al momento de revisar las diferencias significativas entre las muestras se obtuvo
que estas no presentaron una diferencia significativa, salvo al comi)arar a dosis de proteina

tau 1pg/ml con la de 50 pg/ml que tuvieron un 3%, lo que invita a repetir la curva de
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estudio ya que a su vez, estos valores no tendrian diferencias significativas con las dosis
intermedias (5 y 10 pg/ml de proteina tau). Al estudiar estos resultados desde el calculo del
porcentaje de activacion (Figura 11) es posible notar que este no supera el 20% de la
activacién basal. Por otro lado se obsérvan valores negativos de .activacién lo cual podria
sugerir que la proteina monomérica podria funcionar con efectos protectores o inhibitorios
de la activacidn, pero dado que las diferencias no son significativas (segim los resultados
arrojados por el ANOVA) esta hipétesis es descartable y solo apoya la invitacién a repetir

el experimento.
4.4.2 Proteina tau agregada.

Los resultados obtenidos al exponer los cultivos microgliales a proteina tau agregada
evidencian una tendencia al a;umento de la activacién celular en relacién con la
concentracion de protema tan agregada, lo que fue observable en la medicion de nitritos en
el medo extracelular los camblos morfoldgicos y el anahsls estadistico (Figura 12 y 13). Al
realizar un ANOVA de las muestras en forma grupal el valor de p es del orden de 10° lo
que evidencia que en términos de anilisis grupal las diferencias son significativas. Sin
embargo al revisar €l analisis entre las muestras estas revelan que s6lo 1a dosis de 50 pg/ml
de proteina tau tiene diferencias significativas reales con respecto a las oiras dosis
utilizadas (p<0,04). A pesar de esto es posible observar que la activacién tiene una
tendencia al aumento en funcién del aumento de la dosis de proteina tau agregada (Figura
13). La inmunofluorescencias realizadas potencian esta informacidon al observar los
cambios morfolégicos asociados al aumento de la dosis de proteina tau en el cultivo celular
(Figura 14), 1a cual revela el cambio morfolégico sufrido por la células microglial, que se

traduce en el paso de un estado inactivo a otra muy activado (Figura 1). .

’ *

Se ha descrito por Colton y Wilcock (2010), asi como por Kettenmann (2006), que la
activacion microglial conlleva drasticos cambios morfolégicos, en donde la microglia pasa
de un estado inactivado y altamente ramificado a uno activado y ameboideo, con ausencia
de ramificaciones, e induce la liberacién de sustancias citotdxicas. Los resuitados

observados en las inmunofluorescencias reflejan los cambios morfol6gicos asociados a la
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activacién (Figura 14). En la medida que aumenta la concentracién de proteina tau
agregada que es incorporada en los cultivos se puede observar como la célula se expande y
pierde sus prolongaciones, lo que se puede observar en la Figura 14. Esto apoya la
activacién detectada molecularmente por Ia medicién de la concentracién de nitritos en el

medio extracelular.

El exponer los cultivos microgliales a protefna tau agregada se debe considerar la
activacion provocada por el agente de induccién a la agregacion de la proteina tau, en este
caso heparina disuclta en buffer Mes-Glicerol. En este caso se utilizé una solucién de
heparina a una concentracién:'de 0,1 pM disuelta en buffer Mes-Glicerol, ya que
corresponde a una aproximacic':‘n de la concentracién de heparina més alfa a la que son
ex.puestas las células, por que esta contenida en la solucién de mayor concentracién de
proteina tan agregada. El registro obtenido en la medicién de nitritos en el medio
extracelular de las células expuestas a heparina practicamente duplicaba la concentracién
de nitritos extracelulares obtenida en el caso de los controles con HO estéril y con Tampén
de Homogenizacacion (Mes-Glicerol), como se ve reflejado en la Figura 12. Se debe
considerar ademés que la concentracion obtenida es muy cercana a Io registrado en las
células expuestas a 50 pM de proteina tan agregada, sugiriendo que la concentracién de
nitritos extracelulares obtenida aﬁ esa concentracién de proteina tau puede ser efecto de la
heparina mas que d“’ la propiq .proteina tau. Es por esto, y dados los rangos de error
asociados a la medicion que fire necesario verificar si era sigIﬁﬁcaEiva,la diferencia entre las
mediciones de exposicién a heparina y a i)roteina tan 50 pM. Mediante la aplicacién
comparativa del ANOVA, se verificé que ambos registros eran significativamente
diferentes, por lo que la activacion observada por el efecto de la proteina se presume
independiente de lo obtenido en el caso de la exposicién a heparina. Sin embargo, la
heparina es un agente activador de las células por lo que debera ser eliminado como agente
de induccién a la agregacién de la proteina tau para el efecto de este tipo de ensayos
experimentales, debiendo buscar otra metodologia de agregacién para la proteina donde el
agente utilizado no provoque la activacién de las células o bien la mantenga dentro de los
rangos basales de activacién, para este caso cercanos a lo registrado con el buffer Mes-

glicerol. .
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5. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

En la actualidad la EA se puede explicar como un desorden neurodegenerativo
asociado a numerosas formas de dafio que determinan en tltimo término la activacién de
mecanismos de neurinmunoinflamacién, que a su vez se encuentran directamente
relacionados con la é.ctivacic')n n;licroglial yla liberaci{m de elevados niveles de citoquinas

proinflamatorias (Griffin y col, 1998; Desai y col, 2009; Morales y col, 2010b).

Por ofro lado, la activacién microglial es un proceso diverso fenotipica y
funcionalmente, ya que ésta respuesta estd sujeta al tipo de estimulo, a la intensidad de
estos y el contexto en que éstos se dan, y es por esto que no necesariamente serd una
respuesta nociva, pues en una primera instancia, puede tener caracteristicas
neuroprotectoras (Hanisch y Kettenmann 2007; Morales y col, 2010b). Es, por lo tanto, el
balance entre el efecto neurotéxico contra el neuroprotector, asi como la relacién y balance
entre los factores microgliales anti- y pro-inflamatorios, lo que determina el papel que jucga
la microglia en el desarrolio de-ina patologia o en una condicién de dafio leve (Li y col,
2007). " ‘

Este seminario de titulo estuvo centrado en una parte del desarrollo experimental de
la teorfa Neuroimunomodnladora de la enfermedad de Alzheimer, con el fin de respaldar lo
que en ella se plantea y abrir nuevos paradigmas donde enfocar los estudios futuros entorno
a la EA. Asi, el desarrollo experimental basado en las respuestas posibles de las células
microgliales en condiciones de estrés son indudablemente un primer paso de estudio para

dilucidar grandes hallazgos asociados a la hipétesis planteada,

Para esto la obtencién y estandarizacién de cultlvos microgliales, a partir de un

cultivo primario de corteza de rata neonata, fue sin duda el primer objetivo logrado.
La respuesta microglial observada frente al estimulo del tipo estrés oxidativo

evidencid una clara activacién, respaldado tanto con los experimentos de deteccién quimica

de la activacién (por la medicidn de nitritos liberados al medio extracelular) como la
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observacion de cambios morfol6gicos (a través de las inmunofluorescencias). Como esta
descrito en la literatura (Kettemhann 2006; Colton y Wilcock 2010) estos son patrones de
activacién conocidos y ya establecidos, pero la deteccién de citoquinas proinflamatorias en
el medio celular debe ser un paso a seguir en el estudio de la activacién microglial frente a
este estimulo, sobre todo si se busca asociar la activacién microglial, asociada a un estimulo

especifico, con la respuesta inmunitaria inflamatoria.

Por otra parte, la proteina tau tiene un papel clave en el desarrollo de la patogénesis
de la EA, convirtiéndose en un blanco importante para abordar la enfermedad. Los posibles
efectos de la liberacién de esta ﬁroteina al medio exiracelular, una vez que comienzan los
procesos neurodegenerativos, es motivo de estudio en la actualidad (G6émez-Ramos y col.,
2006, 2008). ' . :

v

*

Con los resultados obtenidos de la exposicion de microglias a proteina tau
monomeérica no fue posible evidenciar un efecto activador en la microglia. Por otra parte, la
induccién in Vitro de la agregacion de proteina tan y su posterior exposicién en los cultivos
busca simular la liberacidon de los agregados proteicos al medio extracelular. Dada la
interferencia obtenida al utilizar heparina como agente inductor, es necesario buscar nuevos
protocolos de agregacién de la proteina que sean més compatibles con las condiciones de

trabajo y reducir ]a brecha de activacién microglial obtenida por el agente inductor.

Sin embargo, la proteina {fau agregada se muestra como un factor activador de la
microglia, dados los resultados :Jbtem'dos en los cultivos expuestos a la proteina agregada,
evidenciado una clara tenencia al aumento de la activacién celular en funcién de la dosis
aplicada a la células. Tal como en el caso representativo del estrés oxidativo, es necesario
continuar estos estudios detectando y midiendo la concentracién de citoquinas
proinflamatorias que diluciden el efecto potenciador de la proteina tau en la cascada

inflamatoria asociada a la EA.




De esta forma es posible presumir que tanto el estrés oxidativo como la protefna tau
agregada puede ejercer un efecto nocivo cuando estdn presentes en el medio extracelular,

favoreciendo la activacién microglial.

Finalmente, ]a hipétesis propuesta estaria completa una vez que se realicen las
mediciones de citoquinas proinflamatorias presentes en los medios extracelulares de
cultivos microgliaes expuestos a H,0; y a proteina tau agregada. Aun asi en este seminario
de titulo fue posible corroborar el efecto de los agregados proteicos de tau inmersos en el
medio extracelular, los cuales detonarfan la activacién microglial, potenciando y actuando
como agentes desencadenantes de la cascada proinflamatoria conducentes a la
neurodegeneracién, lo cual.a su vez estaria potenciando ciclicamente la activacién
microglial conllevando a una sobre activacién de las células, las cuales inducirian la
activacién de células microgliales aledafias asi como la nuerodegeneracién y el deterioro

celular (figura 15).

-
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Figura 15. Modelo de activacién microglial conducente a neurodegeneracion.

Células microgliales sensibles a diferentes sefiales de dafio son sobre activadas en el largo
plazo, produciendo la secrecion de compuestos citotoxicos y proinflamatorios que
conducen al dafio neuronal. Producida la degeneracion neuronal agregados de proteina tau
extracelulares retornan el ciclo de sobreactivacion microglial (Una version similar esta en

Morales y col. 2010b).
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En el transcurso de este seminario de titulo se lograron con autoria de la tesista las
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e Neuroimmunomodulation in the pathogenesis of Alzheimer's disease.
Neuroimmunomodulation. 17(3):202-4. Epub 2010 Feb 4. Inelia Morales,

Gonzalo Farias y Ricardo B. Maccioni. (revista IST)

e The Revitalized tau Hypothesis on Alzheimer’s Disease. Archives of
Medical Research. (2010) p.1-5 (en prensa). Ricardo B. Maccioni, Gonzélo

Farfas, Inelia Moxfal'es y Leonardo Navarrete. (revista IST)

¢ La neuroinflaniacién como factor detonante del desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer. Revista Chilena de Neuropsiquiatria (2010) p.1-9 (en
prensa). Inelia Morales, Gonzalo Farfas y Ricardo B. Maccioni. (revista
Scielo)
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Abstract

Evidence has been cumulated on the role of microglia cells
deregulation and alterations in their interaction patterns
with brain neurons, in the pathway towards neurodegenera-
tion in Alzheimer’s disease (AD). After the fallure of the amy-
loid hypothesis to explain AD pathogenesis, current hypoth-
eses focus on tau self-polymerization into pathological
oligomers and filaments as a major culprit for neurofibrillary
degeneration. It is worth pointing out that formation of tau
polymers is consistent with the clinical and neuropathologi-
cal observations, and that tangles are pathognomonic of AD
and related tau disorders. In this context, inflammatory pro-
cesses play a major role in neuronal degeneration. On the
basis of studies on microglia and neuronal cultures, together
with experiments in animal models, and the clinical evi-
dence, we postulated that a series of endogenous damage
signals activate microgtia cells, inducing NFk-f with the con-
sequent release of cytokine mediators such as TNF-o, IL-6
and IL-1R. An overexpression of these mediators may trigger
signaling cascades in neurons leading to activation of pro-
tein kinases gsk3p, cdk5, abl kinases, along with inactivation
of phosphatases such as PP1, with the resulting hyperphos-
phorylation and self-aggregation of tau protein into neuro-
toxic oligomeric species. Copyright © 2050 5. Karger AG, Basel

Introduction

Increasing evidence has been cumulated that neuro-
immune networks contribute to the maintenance of neu-
rogenesis [1]. The microglia (brain immune cells) and
neuronal cells are directly involved in this process. Under
normal physiological conditions, cytokines and chemo-
kines are involved in brain repair and recovery. Cross
talk between inflammatory mediators and neural stem
cells appears to be critical for neural development. In ad-
dition, microglia supports neural stem cell renewal, mi-
gration and lineage specification. Precise control of pro-
liferation and differentiation of multipotent stem cells is
crucial for the development of the central nervous system
(CNS) as well as for adult brain repair [2]. However, de-
regulation of the cross talks between microglia and neu-
ronal cells occurs upon overactivation of microglia cells
[3]. We postulated that this overactivation (fig. 1) appears
to be a result of multiple damage signals, e.g. iron over-
load, oxidative stress molecules, 8-amyloid (AB) oligo-
mers, low-density lipoprotein components of human
plasma, ischemia, brain trauma, etc. [4, 5]. These factors
promote erroneous signaling cascades in microglia cells,
via RAGE, toll-like receptor 4 (TLR4) and several other
glial receptors, thus inducing proinflammatory cytokine
production. Cytokines and chemokines are important
neuroinflammatory mediators, whose overexpression re-
sults from these damage signals that trigger Alzheimer’s
disease (AD) [6].
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Alzheimer's Disease Is a Disorder of the Innate
Immune System

Microglia cells are normally beneficial for brain func-
tion. Helpful actions include phagocytosis. and killing
pathogens. However, when overactive (fig. 1), they have
harmful actions including excess production of oxygen
free radicals, complement proteins, inflammatory cyto-
kines, prostaglandins, glutamate and many as yet un-
identified products. We postulate that the major driving
force in AD is neurcinflammation, by activation of the
innate immune system. In this context, AD is an auto-
toxic disorder. This type of disorders affects mainly the
elderly, as a difference from autoimmune diseases that
involve theadaptive immune system and strike theyoung.
In this context, a series of danger signals, as indicated
above, trigger the inflammatory cascade. Considering
the foregoing, we have postulated the neuroimmuno-
modulation hypothesis for AD pathogenesis, which inte-
grates the triggering factors with innate immunity re-
sponse, and their effects on neuronal cells [6]. Proinflam-
matory cytokines signal through different neuronal
receptors, thus activating protein kinases involved in
tau hyperphosphorylation - like cdk5 and its activator
p35 - with the subsequent tau modifications, conforma-
tional changes and initiation of the self-aggregation pro-
cess [5, 6. Self-polymerized tau oligomers appear as a
neurotoxic agent in the pathway toward neuronal degen-
eration. This hypothesis is supported by cellular and mo-
lecular evidence [7] as well as by extensive clinical data
indicating that long treatments with anti-inflammatory
drugs reduce the risk of AD [8]. Moreover, studies in our
laboratory with activated rat microglia cells in primary
cultures showed that cytokine-containing conditioned
media from these cells promote degeneration, as well as
tau hyperphosphorylation, of cultured hippocampal neu-
rons obtained from rat embryos.

Among microglial receptors tagged by damage signals
are the innate immune receptor TLR4, a pattern recogni-
tion receptor. Its function within the CNS has been re-
cently expanded as new data suggests its influence on mi-
croglia activity. TLR4 is expressed primarily on micro-
glia, where it can affect neurons upon activation and
subsequent cytokine production. Its expression and sig-
naling activities vary widely under pathological condi-
tions, as evidenced in studies of ischemic stroke, AD and
neuropathic pain. This receptor is known for its capacity
to detect lipopolysaccharide (LPS), and it responds to en-
dogenous signals of cellular damage. Damage signals
such as A but also opioids have recently been reported

Neuroimmunomodulation in the
Pathogenesis of AD

Fig, 1. Activation of microglia cells in primary culture by ascend-
ing concentrations of hydrogen peroxide and LPS. a = Control,
b-e = 1, 10, 100, 400 uM H,O;, f = 1 ug/ml LPS. Immunofluores-
cence with anti-isolectin antibody specific for microglia and fal-
loidin which specifically tag the actin cytoskeleton. A modifica-
tion in cellular morphology, in which microglia cells turn from a
resting, branched morphology to an amoeboid state, can clearly
be appreciated in relation to activation after exposure to noxic
stimuli. Bars = 5 pm.

to induce TLR4 signaling. This protein has been crystal-
lized, providing clues on its mechanism of action. These
exciting discoveries have highlighted the new functional
aspects on TLR4 signaling [9], thus facilitating potential
transfer of this knowledge into drug developments for
AD and other brain disorders.

Microglial Activation and Anomalous Neuronal
Signaling Cascades

Microglia cells are the representatives of the immune
system in the CNS, and thus are related to immune re-
sponse and homeostasis. These cells may remain inacti-
vated for long periods of time, and suddenly change their
behavior due to its high sensitivity for various signals from
their brain environment. When a physiological or patho-
logical stimulus is sensed, cells are capable of migrating to
the area of injury, become activated and phagocytic brain
macrophages, representing a system of defense and neu-
roprotection. This transformation is regulated and ac-
companied by diverse cytokines (mostly proinflammato-
ry) and cytotoxic molecules (free radicals of oxygen, nitric
oxide, complement factors, etc.) that allow communica-
tion with other inactivated microglia, and with brain and
immune system cells. On the other hand, neurons respond
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to activated microglia cells with different types of sig-
nals.

Pathologies such as AD and other related degenerative
brain disorders appear to arise when the damage signals
inducing microglia cell activation act in a sustained fash-
ion over long periods of time [6], causing the overactiva-
tion of microglia (fig. 1) and the excessive secretion of
pro-inflammatory cytokines and cytotoxic molecules
that finally leads to damage in brain tissue.

Thus, a series of innate damage signals that would be
involved in detonating the activation of microglia have
been described [5]. These signals include AGES, HMBGI,
§-100 proteins, AP peptide oligomers (but not the fibril-
lar aggregates), which activate microglia via RAGE recep-
tor. Furthermore, oxidized low-density lipoprotein acti-
vates the TLRs receptors, particularly TLR4, thus induc-
jng activation, Other signs of damage such as mechanical
damage and damage caused by oxyradicals also induce
the production of AR oligomers, AGE and 5-100 protein,
which contributes to the process of microglial activation
[5L

All these signs of damage trigger alarm mechanisms
in the innate immune system, resulting in microglial ac-
tivation, starting with an increase in the activity of the
transcription factor NF«-P, which in turn induces an in-
creased production of the cytokines TNF-o, IL-6 and IL-
1B [for details, refer to ref. 5]. Excessive release of these
cytokines results in a local inflammatory response and
neuronal degradation.

In neuronal cells, the effects of TNF-a have not been
associated with any particular phenomenon of neuropro-
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tection, but an effect of this cytokine in decreasing the
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to cell death [3]. :

Therefore, the effects of microglia overactivation can
be summarized in the excessive release of pro-inflamma-
tory cytokines, which generate changes in the intraneu-
ronal regulation, most of which converge in the alteration
of tau protein. These alterations lead to profound chang-
es in the neuronal dynamics and metabolism and subse-
quent cell death. As a result of deregulation of neuron-
microglia cross-talks, neurons also respond to restore
regulatory patterns, until the inflammatory driving force
results in neuronal degeneration.
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Many hypotheses have been raised regarding the pathophysxo!ogy'ofy Alzheimer’s disease
(AD). Because amyloid beta peptide (AP) deposition in semle plaques appears as a late,
nonspecific event, recent evidence points to tau phosphorylagwgmq;'and aggregation as the
final common pathway in this multifactorial disease.,€lirrent approaches that provide
evidence in favor of neuroimmunomodulation in AD@?&:& roles of tau pathological
modifications and aggregation into oligomers and ﬁIamentous forms are presented. We
propose an integrative model on the pathogencsmfof AD that includes several damage
signals such as AP oligomers, oxygen free radieals, iron overload, homocysteine,
cholesterol and LDL species. These activate nucroghaw‘ cells, releasing proinflammatory
cytokines and producing neuronal degeneration®and tau pathological modifications.
Altered and aggregated forms of tau appea:’gto acti as a toxic stimuli contributing to
neurodegeneration. Recent findings prov1de?furd1cr§;supp0rt to the central role of tau in
the pathogenesis of AD, so this protein has*turned dnto a diagnostic and therapeutic target

for this disease. © 2010 IMSS. Pubhshed by‘,&EIsevxer Inc.

Key Words: Alzheimer’s disease, Neuronal; cells,f.Acuvatlon of microglia, Proinflammatory factors,
Damage signals, Tau phosphorylations, Tau oligoners.
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Introduct.ion ﬁ ;ig

Alzheimer’s disease (AD) is one of the humangdlsorders
that has triggered the largest number of hypotheses to
explain its pathogenesis, possibly strengthened?by%the fact
that no cure has yet been found for this dev‘aéjst"mQUng disease.
Unfortunately, none of these hypotheses accounted
coherently for the diversity of the initial*8vents‘that trigger
. - " S
neurodegeneration and that result in th% deposition of senile
plaques (SP) and neurofibrillary tanglegQ(NFTs) The most
commonly held amyloid hypothesis, prevailing for over
two decades, has broken as a resuitn%gw solid evidence that
SP do not account for the complex%gpathophysmlogy of
AD, and the fact that these %"tructures are not pathogno-
monic for the disease. Recent%ﬁndmgs pointing to unpleated
Af oligomers as responsible fofmsynaptxc impairment are
only one among several othemfdamagc signals affecting
the integrity of brain function. Amyloid deposits thus

Address reprint requests to: Dr. R.B. Maccioni, Laboratory of Cellular
and Molecular Neurosciences, Universidad de Chile, Edificio Milenio, Las
Encinas 3370, Nufioa, Santiago, Chile; Phone: 562-978-7228; E-mail:
mmaccion@manguehue.net or http:/fwww.ricardomaccioni.com

appear to be a rather late event and have even been
postulated to have a neuroprotective role,

In this context, the early tau hypothesis strengthens in
light of observations that tan oligomers are neurotoxic,
clinical comrelations with tau pathology and the fact that
anomalous tan hyperphosphorylations constitute a common
final pathway for the different altered molecular signals that
affect brain neurons. This raises the question as to precisely
what triggers the pathological phosphorylations. We postu-
lated that a series of damage signals that include, among
other factors, AB oligomers, oxygen free radicals, iron
overload, cholesterol levels in neuronal rafts, LDL species
and homocysteine trigger, by innate immunity, the activa-
tion of microglial cells with the consequent release of
proinflammatory cytokines that modify neuronal behavior
through anomalous signaling cascades that finally promote
tau hyperphosphorylation. Tau modifications lead to its
oligomerization and the long-term production of NFTs.
As a result of neuronal death, oligomeric forms and tau fila-
ments are released to the extracellular environment,
contributing to activation of microglial cells and stimu-
lating the deleterious cycle leading to progressive neuronal
degeneration.

0188-4409/10 $—see front matter. Copyright © 2010 TMSS, Published by Elsevier Inc.

doi: 10.1016/j.arcmed.2010.03.007
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The Taut Protein in AD

More than a century ago, the discovery by Alois Alzheimer of
NFTs in the brains of patients with the neurodegenerative
disorder named after him (Alzeimer’s disease, AD) provided
the basis for a significant amount of studies to elucidate the
molecular, cellular and genetic features of this disease
(1—3). However, the discovery that the protein components
of NFTs and the paired helical filaments (PHFs) were hyper-
phosphorylated forms of tau was achieved only during the
1080s (4). Many studies have improved our understanding
of tau hyperphosphorylation, changes in tau interaction
patterns with microtubules, and alteration of the neurcnal
cytoskeleton (5,6), whereas recent reports have shed light
on the mechanisms of tau self-polymerization.

AD is a muliifactorial disorder in which protein
alterations, oxidative stress, neuroinflammation, immune
deregulation, impairment of neuronal—glial communication,
and neurotoxic agents appear among factors’ triggering
neuronal degeneration, and the balance among these may
vary from patient to patient. Although diverse, these factors
induce deleterious signaling through different sets of
neuronal receptors that finally converge in the hyperphos-
phorylation of tau molecules.

Structural studies, together with the elucidation of the
signaling cascades in neurodegeneration, led us to postulate
a hypothesis based on the concept that tau hyperphosphor—
ylation constitutes a final common pathway in A

neurologically healthy individuals and not unique to AD.
Unpleated AP oligomers (ADDLS) rather than SPs appear
to be the elements responsible for synaptic impairment well
before the accumulation of fibrillary amyloid (18). On the
basis of these findings and evidence of tau filament forma-
tion, followers of the tau hypothesis have pointed to the fact
that tau aggregation and neurotoxicity associated with the
hyperphosphorylated forms constitute common events
determinant for the neurodegenerative cascade.

We focus our discussion on the updated tau hypothesis
together with our cufrent neuroimmunomodulation concepts
that provide a novél%umfymg hypothesis of AD pathophysi-
ology that accounf“’” ohcrently for almost all known facts on
AD and point ithe way for subsequent efforts toward its
elucidation. Theréfore, information obtained in the process
of testing this new; »hypothesis experimentally will likely be
helpful to fc"}nnulate an innovative AD therapy and to design
reliable éiblommkcr strategies for its diagnosis (19). Thus,
beyond:{] the Feladsical formulation of the tau hypotheses, the
recent«postulates on the role of neuroimmunomodulation
chaﬁ?ges"gm the pathogenesis strengthen the idea that damage
mgnals*achvate microglia, which in turn overproduce proin-

arnmatory cytokines that trigger deleterious signal cascades
f’ in neuronal cells (8) with deregulation of protein kinases and
phosphatases controlling tau phosphorylations and the conse-

gquent neurofibrillary degeneration. As a result of neuronal

death tau oligomeric species are released into the extracel-
Iular environment, thus contributing to microglial activation

pathogencsis, upon which a host of signaling mechamsm?%% and providing positive feedback on the deleterious cycle that

converge, and that this phenomenon precedes w1despread
neuronal degeneration (7—9). In this context, the tau &

hypothesis is based on converging neurobiological stidies?’

(10—12) and clinical data sets (13,14). Actually, 1ncreasmg
evidence indicates that the tau hypothesis prggldes he
closest approximation to clinical observationsison, AD
patients. Among these, (i) severity on this typgé‘o‘%gementla
correlates well with the increasing accumulation of NFTs in
the brain -(3,13), (ii) the high correlanonfﬁm tween the
hyperphosphorylated tau species in the cercbrospmal fluid
(CSF) of AD patients with the exten gﬁ{ cb%&énmve impair-
ment (14) and (iii) that a decrease 113%;@1 filaments by
target-directed drugs alleviate cogmtwedmpalrmcnt (15).
The establishment of an expcnn‘fentallys testable unifying
hypothesis on AD is the basis oniwhf“h to build innovative
diagnostic and therapeutic agpmaches The unchallenged
acceptance of the amyloid, hypothesw for about two
decades (16,17) has led to unsuccessful efforts to generate
drugs to control AD becaus%lg}yeated amyloid and senile
plaques (SPs) are most probably not the cause of neuronal
degeneration (16), and the expectations harbored on
antiamyloid therapies will most likely not materialize.
The revised version of the most commonly held amyloid
hypothesis (17) rests on the concept that AR (1—42)
self-polymerizes over years to form SPs, which then trigger
subsequent brain lesions. However, SPs are also’'common in

lead to progressive degeneration of neurons in AD brains (20).

Anomalous Signaling and Tau Hyperphosphorylation and
Oligomerization

The low molecular weight microtubule-associated protein
(MAP) tau is the major component of the MAPs in axons
and plays critical roles in stabilizing microtubules and
inducing its own assembly (6). However, under patholog-
ical conditions tau self-aggregates into PHFs, which turn
into the'NFTs during the course of AD, a neuropathological
hallmark of AD and tauopathies (21,22). Recent studies
indicate that hyperphosphorylated tau oligomers exert path-
ological effects, triggering neurotoxic actions that affect the
normal interaction patterns of the neuronal cytoskeleton
(23). Pathological tau oligomerization seems 1o correlate
with cognitive impairment (24). Important advances toward
our understanding on in vitro tau polymerization have
contributed to clarify the molecular mechanisms (25-27)
even though the structural transitions from the native
conformation of tau to its neurotoxic polymers remains to
be elucidated.

It has been shown that polyanions that promote PHF
aggregation as well as microtubules interact with tau
through positive charges near the ends of tau repeats (28)
and through the B-structure forming-motifs at the beginning
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of repeats 2 and 3. The binding nature of polyanions
supports the hypothesis that stable microtubules prevent
PHF formation by blocking tau—polyanion interaction
sites, which are crucial for anomalous PHF formation
(29). Moreover, tan oligomers with a prefilamentous
structure appear to play a role at early stages of AD and
tauopathies but also in asymptomatic patients with Braak-
stage 1 neuropathology where clinical symptoms of AD
and NFTs in frontal cortex are absent. This suggests that
an increase in tau oligomers occurs before individuals
manifest clinical symptoms of AD. Interestingly, ligands
of the family of quinolines and derivatives with high
affinity for tau oligomers control tan polymerization (30},
thus offering an avenue toward generation of potential
tau-aggregation inhibitory drugs for treatment of AD.
Research on the pathophysiology of the major molecular
factors triggering AD has provided clues on the structura-
1—functional underpinnings of tau—tau interactions (31} as
well as on the links between AR production and tau hyper-
phosphorylations (32,33). According to our unifying hypoth-
esis—built on the role of tau as a final comnmon effector
pathway—abnormal signaling leading to degenerative
processes starts with the continuous activity of individually
variable factors such as oxidative agents (34), iron overload

(35), disorders of lipid metabolism, hyperglycemia, deregu- o
lation of insulin levels (36), chronic infections, head trauma, a;é ’
and others (8). These factors are likely to activate endoge;
nous alarm signals that trigger anomalous cellular signaling,,

cascades in microglial cells and astrocytes (Figure 1),

In turn, activated glial cells respond by releasing NF-KBf
and overproducc proinflammatory cytokines ('I'NFw’*-Il-
IL-1P), thus leading to brain inflammation (37) and senous
alterations in neuron—glia interaction patterns (20*‘~38)*5*‘Inter—
estingly, overproduction of IL-6 activates thexx»JAKlStat
system via IL-6 and/or NMDA receptors, which i in; frracti-
vates MAP kinases, thus promoting the act1v1ty of “transcrip-
tion factor Egr-1 that increases p35 expressmnﬁﬂ‘lus latter
effectresults in the activation of ¢dk5 proteln‘kmase involved

e,
in neuronal development (32) with subsequ%pt tau hyper-
phosphorylation, Activation of the kinase p38 ‘also results
in tau hyperphosphorylations (39)~;x:Moret:ﬁer IL-6 and
TNFe, also activate specific neuronal rcce%tors inducing cell
Iy

cycle activity without proliferation:;One of the critical
kinases involved in neuronal dev%pment cdk5, is deregu-
lated in AD according to in vitro evxd%gce studies in animal
models with tau pathology (33), and studies in the human
brain. Hence, deregulatxon%c Jg}rcsults in tau hyperphos-
phorylation at Ser 202 and Thr 205 Inhibitors of cdkS control
tau hyperphosphorylation, neuronal degeneration, and
neuronal death, Thus, deregulation of the sensitive equilib-
rium between protein kinases and phosphatases is critical
in the degenerative phenotype of neurons (34).

Anomalous cascades mediated by tau hyperphosphoryla-
tions have alo been reported in several pathological pathways
in neurons such as p75 activated by an excess of NGF (or

Sk et

altered processing of NGFs) produced by AB-activated astro-
cytes (40), NO effects (41), direct action of Ap oligomers on
neuronal synapses, toxicity of advanced glycation end-
products (AGEs) via AGEs receptors (RAGEs) (42), down-
stream the degenerative cascade where hyperphosphorylated
tau appears to be a final common pathway for neuronal
degeneration associated with AD. Hyperphosphorylated tau
species and other modified tau variants have the tendency
to self-aggregate. Thus, a long-term process of anomalous
tau modifications and aggregation will affect neuron function
and eventually w111§es¥1t in neuronal death with the conse-
quent release of tall OIIgomcnc species and filaments. This,
in turn, triggers gxgmcrogha activation. In this context, through
a positive feedb%gk m%chamsm anomalous tau-induced acti-
vation of microglia‘cells will re-activate the cycle leading to
activation of the mﬂammatory cascade (20,30) with the subs-
quent dcath%“of fieuronal popuiations (Figure 1). This
ev1denc§pmv1des further support to the tau hypothesis and
the sc1entiﬁ% background to build future therapeutic avenues
bascd;on the:inhibition or the disassembly of tau filaments.

ég%t{
Tau F ilgments as Therapauetic Targets for AD

éﬁﬁ‘% Characteristic qualitatively abnormal hyperphosphory-

‘alatlon ‘of tau is the common denominator of all tauopathies
and AD (43). In transgenic mice, the onset of pathology and
funct:onal impairment is not evidenced prior to the emer-
gence of this biochemical hallinark. This suggests that with

“‘l‘ﬁ or without mutations on tau, it is the hyperphosphorylation

and subsequent tau aggregation that converts a latent
problem into active pathology during aging. Inhibition of
this process is therefore highly plausible to prevent, retard,
or possibly reverse—even partially—AD. Even though
transgenic models of tauopathy based on tau mutations
have been available since the year 2000, only few reports
of their use for therapeutic purposes have been published.
Focusing on abnormal conformations of mutant tau,
hsp90 inhibitors have been tested in the JNPL3 mouse
model with spinal cord pathology and motor phenotype
(44). Inhibition of heat-shock protein (hspS0) leads to
reduced chaperone activity and enhanced degradation of
the mutant tau over normal tau protein. This leads to
reduced formation of sarcosyl-insoluble PHF-tau species,
frequently used as a biochemical model to pathologically
define NFTs. However, the relationship of these operation-
ally defined species to the overall scope of tau hyperphos-
phorylation is less certain than generally assumed. It is
unclear whether this approach would be viable in the much
more frequent tauopathies not driven by tau mutations,
where tau Ievels may be unresponsive to hsp90 inhibition.
In view of this concern, mutant tau transgenic models
may not be particularly representative for AD in this
specific approach. On the other hand, the levels of a host
of other proteins not involved in pathology are likely to
be affected in view of the normal function of hsp90.
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Figure 1. Model of microglial activation leading to nevrodegeneration, MlCng]la ‘tells sensitive to different damage signals are overactivated in the long
term, resulting in an activated, amoeboid phenotype and the secreuonv’offcyw;otoxlc compounds (mainly pro-inflammatory cytokines) leading to nearonal
damage and tau hyperphospherylation and aggregation to form tau fgﬂhgomers 4PHFs and NFTs. When the neuron degenerates tau aggregates are released
to the extracellular environment and act as a new damage signal conmbutmg to the deleterious cycle of microglial cells activation.
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Other studies using mutant tau transgenic rmce‘tdfgectly
address inhibition of tau hypelphosphorylatlon*%Because
GSK3B has been implicated as a tau kinase ﬁNPLﬁmxce
were treated with therapeutic levels of 11th1um$§a@spcc1ﬁc
GSK3 inhibitor (45). There was a reductioft in’} mipathologlcal
markers when applied before the age of sﬁ?npggam onset, but
it is qucsuonable whether this was related t0,GSK3 inhibi-
tion in view of the increasing recogmtlon of%lthlum as an
enhancer of autophagy. In any case,sa retardatxon of func-
tional impairment was not seen with thisntreatment which
corroborates results discussed belowathatxthe generally used
pathological markers of tauopathy%whlch biochemically
represent downstream products,xmay not be the dominant
toxic tau species. Slgmﬁcantiefﬁéacy, even at ages around
disease onset, on the Ievel«%g abnormally hyperphosphory-
lated tau species as well as forronset and/or progression of
motor impairment in the same model was observed with the
orally bioavailable and brain-penetrating compound SRN-
003-556, exhibiting a broader kinase inhibitory spectrum
(46). This compound was developed on the basis of efficacy
in cell models of tan hyperphosphorylation induced by the
mainly PP2A inhibiting agent okadaic acid, which are
the only models where all criteria of PHF-type tau

hyperphosphorylation become manifest. Only inhibitors
that include those for ERK2 were active in this model,
although inhibition of ERK2 alone was mnot sufficient.
Consequently, SRN-003-556 was optimized with ERK2
as a lead assay, although collateral inhibitory activities
are probably relevant as well. An observation in this study
was the apparent uncoupling of tau hyperphosphorylation,
determined by biochemical means from pathologically
assessed NFT counts,

Therapies against Tau Aggregation

Considering the theoretical background supporting a neuro-
toxic role of tau modifications and aggregation in AD,
attention has been focused during recent years to tau aggre-
gation inhibition or disassembly as a possible therapeutic
approach for AD. .

Methylene blue (MB), a phenothiazine compound
initially used as an antiseptic and currently approved for
treating methemoglobinemia, inhibits tan and AP aggrega-
tion in vitro. In a phase II clinical trial MB (Rember, TauRx
Therapeutics, Singapore) significantly improved cognitive
functions compared to placebo controls and slowed the
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progression of AD over the course of a year (47). Other
compounds like anthraquinones (48) and cyanine dyes
{15) were screened for their ability to disrupt tau aggregates
in vitro and in cell cultures.

In conclusion, AD is a clear example of how the prevailing
conceptual frame regarding pathophysiology of a disease can
affect the resources and efforts invested in the basic investi-
gation and development of diagnostic and therapeutic strate-
gies for such an important disease, Currently, there is
a renewed interest in the role that tau and tau modifications
may play in AD. Studies in this direction have allowed the
design of new sirategies for AD diagnosis with molecules
that may allow the specific visualization of tan aggregates
(49) for the treatment of AD and other tauopathies with
inhibitors of tau modification and/or aggregation.
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14 REURDINFLAMACION, COMO FACTOR DETONANTE DEL DESARROLLO, DE LA ENFERMEDAD DE AXZHE(MER.

Introducciéon

'La enfermedad de Alzheimer _g'EA-)ees }a,principal,
causa de.demencia-en los adullos:mayores:y se.
ha-asociado, entre.otros factédnds,al auimento en fas
expectativas de vida 'y longevidad de Jas personas
eﬁ‘paiqes‘industiiaiizaﬁ()s,"pem"t:iﬁibi'léh‘eﬁ'é]"mun-
do en, desarrollo. Esta patologia se-caracteriza por
tina- pmgmqw‘l perdlda de:memaria, deterioro cog-
nitivo y cambios.en la personalidad, Ta prevalencia
de la EA es-de un 1% en individuos entre 60-64
afios, y seha visto-que-aumenta exponencialmente
con la edad; tanto que en segmienfos etdreos que
superan los 85 @fios la prevalencia:de [a.EA llegd a
un 50%3. Solo-en EEUU. Tos casos.de BA son. alre-
dedot del 70% del total de los:casos.de denrenciaen
‘persbnas quie superan. los 71 afios® Este: pangrama

plantea un.grin problema para lasalud’ pubhc.i de

los pafses y genera;un gran. desafio parala ciencia
niédica, Por-otra parte,.¢l.aumento en: el promedm
de la-expectativa-de-vida 010151p1ﬂp0n&erancm a
la esfera de la prevendion, corisitlerando, la.gran
preocupacién:actual porniejorarla calidadide vida;
de fos adultos mayores.

I A es una enfermedad niiltifactorial; gene-
ralmente de tipoesporddica, pues solo €.2%. de los

casos corresponden 4l denominado: Alzhcumer de
fipo familiar relacionado a mutaciones ‘punitiales
especificas’, Esta enfermedad neurgdegensérativa se
caracteriza por la formacién de dos tipos de agre-
gados de prolefnas en el cerebro las placas séniles
v los ovillos rieurofibrilares (NT'Fs), formados por

amiloide (A) y fau alterada,.respectiyamente?,
Evidencias. Imtolégu,as indicanque Tos NITFs: for-

mados por la aittoagregicion de Ja proteina tau,

hiperfosforilada y agregada, en. filamentos: helicoi-
dales pareados (PHFs), soh patognomonicos de la

enfermedad, y-que Ja.patologfa de tau se.correlacio-

nadirectamente con su evolucidn ¢lificats,

Entre los fictores deriesgo dé Ja EA. encontra-
mos Ta, vulnerabilidad y/o susceptibilidad genética
debida. zxpohmurhsmos entre deteriihados grupos
desujetost Por otro lado, tambidn exigten antece-
dentes-de diversos-factores quetincrementar, el fies-
go dedesarrollar A como traumatismos cranegén-
cefdlicos, una dieta rica en grasas;alteraciones-en fa,

50 vewi.sonepsyi.cl i

homeostasis del ¢olesterol, deficiencias de vitamina
B12,inféccionesirecurrentes’ y sobrecarga.de hierro
redox en el. cerébrof, entre ofros, Ninguno de los
anteriores parece. ser unfactai-etiolégico directo?,
sitip giieamids bien: actuarian:como sefialey dé daiio,
quie'se traducen molecularmente en; estrés, oxida-
tive,. cambios eri la: respuesta fnmune, activacién

de-las células glialés (involucrando T producéisn

-de citpquijnas ;proinflamatorias b de semalizacion,
anémalas), anormalidades pmtcmas {alteraciones
pnstraduccronales y-dgregacion de la. proteina’tay
y formacién.de agregados de peptrdo -amiloide),
alteraciones: sindplicasy. factores neurotéxicos™
Uhno. de: fos: g;,r'mdes problemas en. fa 1nve‘;t1~
gacion aciual sobre [a EA reside en la carencia de
un paradlg“mﬂ. con¢eptual integfado y coherente
que exphque su patogénesis. Esta carencia ha di-
ficultade, 1a.busqucda de-nuevas-drogas para'una
ddecuiadaterapia: tarmaco"lm,lca, considerando. que:
toda nuwa droga (febc or u:ntarsu h’lCla 1)1111(,05
tg:lapeutlc,os. re[evantcs, paira ks h ﬁlepqtologla de Ia.
EA desde sus estadios iniciales. Asf, considerando
estainecesidad de un'marcotedrico confiable yre-
wglendo ctbundam(, ev1dcn<.1¢1 de dlversoe griupos

p]dm,en ;,J_. s;s_t‘gn}‘; intrume .mnato, .ptoducm ;de un
conjunts Jé dlteracionestindividuales desfaclores dé
tiesgo; constifuye tin mecanismo unificado. capaz
de gatmar una cqscaaa inflamatoria que converge

-en.afteraciones &ii ¢l citoesqueleto ('1grcgauon de

tau, formacion dePHEs) con consecuenciasneuro-
‘dégenerativas’, Fsta lifpotesis; quehemos denomi-
fiado deTa neuroinnninomodulacion’; provee. 1ina
base. conceptual cienifficamiente. fundamentada,
ademds.de un mecanismio wiiificado {ire explique
1a diversidad:de los factores deriesgo, su-exposicion
aJargo plazo yla'respuesta.individual atales dafios.

Diferentes. factores de dafio ,
desencadenan la neurodegeneracion
del fipo. Alzheimer

Ta EA se ha transforinado en ¢l caso mis co-
mun de deméngia -y podtia alcanzar proporcio-

- REYEni el paGAT2010: #B,01) 29252




nes epidémicas, si es que no se encuentra cura o
tratamiento cfectivo en la préxiima década. Fsta
enfermedad se proyecta como ¢l mayor problema.
de salud. piblica y una de las méds costosas de la.
sociedad moderna por el aumente en la expectativa
de vida, sin considerar ademds, la desgastante so-
brecarga econdmica y la responsabilidad emocional
que ésta significa para los parientes de quienes la
padecen'!, Por ello-se hace urgente la.busqueda de
conocimientos que deéscifren fas bases moleculares
y celulares de esta devastadord-enfermedad, para
desarrollar mecanismos'de prevencién ¥ tratamién-
tos-efectivos para combatir su-patologia.

Aunque. en mucho de los casos, las causas que
detonan Ia EA son mas bien desconocidas, los-ex-
peértos coinciden en que enla EA, asi como.en otras
condiciones cronicas, se:desarralla coimno un resulta-
de de multiples factores queconvergen.en Ja misma.
causa, pero-también declaran que el mayor factor de

riesgo para la enfermedad es el aumento de Ja edad?

y esto se evidencia en quela.enfermedad la-padecen
principalmente individuos mayores de 63 afios.

Por otro lado, 2:a 5% de los casos de EA3 son
causados por una rara variacion genélica, mutacio-
nes descritas en un pequefio nimerg de familias:
alrededor del mundo. Estos individuos pueden
desarrollar 1a enféermedad antes de los 65 afnos o
incluso en algunos éasos; antes de los 30 anos’.
Un ejemplo de Ia relacién entre factores genéticos
de susceptibilidad y la FA es Ia presencia del alelo,
apolipoproteina 4 (Apo4). Esta es una de las for-
mas-alélicas del gen ApaE que aumenta el riesgo de
desarrallar EA. St bien, este polimorfismo aumenta.
el riesgo- de desarrollar la enfermedad, ésta no se
maniliesta necesariamente®?#, a diferencia de las
mutdciones en los genes de PSI, PS2 o la proteina
APP donde si hay correlaciéir con la aparicion
temprana. de fa enfermedad., ‘

Se cuenta con abundante evidencia.de la relacion
entre factores metab6licos y-el riesgo de desarrollar
EA. El rol del metabolismao lipidico queda de;mani-
fiesto al considerar que laapolipoproteina. E (incluido
el genotipo 4/ 4) cumple importantes funciones'en
la.movilizacién del colesterol en ¢l torrente sangui-
neo, al igudl que ocurre. con otras lipoproteinas, Se
ha relacionado ¢l desarrollo; de::i,lthuo_"s.gl,est}rdenes

"
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neurodegenerativos con Ja alteracion en la actividad
delipoproteinas neuronales-ast como también en.la
homeostasis del colesterol y otros lipidos deimpor-
tancia en ldactividad neuronal™,

El cerebrp es el 6rgano humario mis rico en
colesterol, y éste-es:cerca del 20-25% del total delos
lipidlos en la miembrana plasmitica de las neuro-
nas". El colesterol cerebral es principalmente sinte-
tizado localmente en el SNC.Se estima.que durante
el desarrollo del SNC:las neuronas sintetizan mas.
colesterol del. que necésitan para, su crecimiento y
sus procesos sinaptogérices, pero. una vez:que ma-
duran Tas neuronas $c rediice la. sinfesis endégena.
v la.neurona comienza.a depender del colesterol
sintetizado y secretada por los astrocitos',

El colesterol influye en: la actividad. de las enzi-
mas.involucradas en-el metabolismo de la:proteina
precursora del amiloide (APP) y enla produccién
de'péptidos-amiloide’, El aléo contenido de coles-
terol en las balsas lipidicas.de las mémbranas celu-
lares, facilita la, tuptura de la protéfna precursora
«del amiloides induciendo. la produccidn, de A que
se ha relacionadoal desarrollo.de EAY,

Por su parte, el metabolismo glycidico. tierie una
clara. relacién con el funcionamiento encefalico,
tanfo en-condiciones normales como én diversas
paiologias. El cercbro humane utiliza la glucosa
como fuente-de €nergfa v, por ende; la homeostasis
de este sustrato es clave para la mantencion celular,
la neurogénesis, Ta rcglﬂaci(’)‘n:ﬁe Neurotransmiso-
yes, lasupervivencia.celulary la-plasticidad sindp-
tica, entre otros procésos claves en el desariollo
cognitivo de la persona. Por lo que,-en un coadro-
diabético, niveles téxicos de insulina influirdn
negativamente en la funcién y la sobrevivencia
neuronal'”. La presencia de cuadros de hiperinsu-
Jinemia se corrélaciona con la remocién anormal
de A conduciendo- a alteraciohes en la ‘proteina,
fau, traducidos en la hiperfosforilacion de éslapor
efecto del aumento en Iz actividad delas protéinas
quitiasas cdk5y GSK3- . Estas.alteraciones celulares
convergerian en cascadas de degenetacién neurenal
involucradas en el desarrollo de EAY.

Estudios recientes demuestran que el estrés
oxidativo taihbién constituye-un motivo éi él desa-
srollo de Ja EA, La capacidad redox de mietales tales
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como hierro,-cobre yzinc sirve.como:mediador, én
¢l desarrollo de condiciones neutodegérierafivast.
El estrés oxidativo, que se define pot la generacion
de uria gran cantidad. de especies reactivas:de ox{~
geno (ROSY, es dltamente-dafiino’ya que conduce a
Ja.alteraciéh en Ja éstéuctura de proteinas; lipidos.
y 4cidos nucleicos, conduciendo ala muerte celu-
lar®. Altos niveles de cobre y de hierro'® han sido
detectados-encel plasma sanguineo de personas con.
EA. Estos metales-catalizan la produccién de ROS:
por lg reaccién de Fenton or1g1nanc10 radicales
hidroxilos altamente reactivos®®®, por lo que:Ta
reactividad de estos:metales puede:estarrelaciona-
da a dafio célular y neurodegeneracién.

Por tiltimo, deseamos -destacar el rol que pue-
den jugar factores externos, tales:comouna historia
de.traumatismos:encefdlicos, pues:se hia demnostrado
que estos también aufnefitan el:riesgo de: desarrollar!
demencias de tipo-heurcdegenerativas, como se ha
observado ei el-caso dela “demencia pugilistica’; en
donde se han descrito. casos deformacion difusa de
placas seniles y 1a présencia:de NTERs2,

Los efectos extracelulares de tan

Por otra parte, 18 proteina tau 8 ina proteina
citosolica que:cumple in papel fundamental en-el
mantenimiento de los microtibulos.de la célula
neuronal y ¢omo. componente del transpor,te axo-
nal, pot lo que cualquiei: alteracitn que sufraesta.
proteina_se 'traduce en serias repercusiones e Ta.
estabilidad del citoesqueleto!®™. Actualmente: se
sabe que, en la EA, Ja.proteina tau es modificada
producto de; hlperfosfonlacmn «que conduce a:su
auto-agregacion, desencadenando la, desarticu-
lacién de los microtibulos, Io que. se traduce en
trastornos en la. actividad neuronal, provocandor
una’ perd:da en su capacidad dé transmitir merisa-
jes nerviosos-y ocasionando finalienté el proceso:
neurodegenerativo®:

Si bien se han plantéado diversas hipétesi's ‘para
explicar la patogénesis de la EA y,-atn hoy, este
tema persiste en, el foco central del debate cien-
tifico; se.ha Hegado 4.concluir-que las diferentes
alteraciofes en los mecahismos de sefializacion
neuronales convergen-enuna ruta central comtin:

-5
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la hiperfostorilacién de.tan, como.agente gatillante
de la.degeneéracién nenronal® A

Si bien los. agregados de tau, que originan es-
tructuras mayores como: PHEs y posteriormente
NETs, son el: agente dave en laneurodegeneracién
desencadenada desde el interior celular, es vali-
do. cuestionarse que efecto tendria tau en forma
monomérica o en sus.distintos estadios de modi-
ficacién 'y agregaaén, -uria vez ocurrida la. muerte
cehﬂar,,al entrar en:contacto corr otras-células en el
espacio extracelular.

Bstudios en ciltivos celulares en lingis de
neuroblastoma expuéstos & proteina tau han evi-
denciddo qué ésta sevuelve nociva para las células;
sugiriendo, que la acumilacién de-tau extracelular
encoritiadas en, patologlas-coinio la.EA podfia, ser
unagerite de'piropagacién dela mirétte célislar™2.
Fventualinente; ¢l estado-de agregacion de la pro-
teiria en ¢l medio extracelular seria una variable
mis con efecto dafiino-sobre las células y'su toxi-
cidad, parecena ser dependiente de los receptores
muscarinicos involucrados en.€l aumentodel calcio
intracelular®, Por lo -que- sus eféctos; 2 nivel de Ia
alferacién en Ja homeostasis del calciointracelular,
conllevarian.a la hlperfosfonlacmn de‘tau, locual
estaria. directamente relacionado-con el explosivo.
deterioro celularenla EAZ,

Actualmente en:nuestro laboratorio se encuen-
tran en. curso estudios de la respuesta de: cultivos
celulares microglidles frente :a la exposicion de,
distintas variantes de tau y oligémeros de ésta.
Resultados preeliminares a partir de estudios mior-
folégicos y-ensayos b:oquumcos fiuestran que las
células: m1crog11ales serian activadas poragregados
de: protetiia. tau, lo :que explicarfa oy efectos de
variantes madificadas de tau que son liberados al
extacelular como resultado dela muerte de ciertas
poblaciones neuronales.

Activacién microglial e hipotesis de la
Neuroinmunomodulacion

Las células .mlcrogllales descritas por primera
vez.en 1932 por Del Rio Hortega representan entre

€l 5-159%:del total de la poblacrén celular cerebral,
.d1str1buyéndose mayoritariamente en el'hipocam-
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po v en la sustancia nigra® . Este tipo celular es
considerado el macréfago del cerebro, capaz de rea-
lizar fagocitosis;y presentacién de antigeiios, lo que
lo convierte en la célula representante ¢ del sistema

inmune en el SNC%, Bajo condiciones fisiclogicas

estas células presentan una morfologn,r.lmﬁmda
con una minima expresién de moléculas.asociadas
con s fancién macrofigica®?,.estado celularque
se ha denominado como inactivado.

Estas células pueden permanecer en su.estado
inactivado por largo$ -pcric‘:dbs de tiempo; pero
pueden, repentinamente, :modificar su compor-

tamiento ya que son, altamente sensibles a los
cambios del entorno, pot lo gne (,uando reciben.
un estimulo- fisiolgico o patoldgico son. capaces

de migrar alazona de la.esidn einducir su activa-
ciém, la que esta asociada con el incremento en su
proliferacion®,

Una enorme variedad de sefiales tales.como és-
tructuras bacterianas, virales y fiingicas, proteinas
endégenas anormales, factores del complemento,
anticuerpos, citoquinas y. quimioquinas, entre
otros, son “sensados” porlos receptores de las célu-
las microgliales lo que conduce a su activacion™™,

La activacién.microglial, ademids de aumentar la
proliferacién, induce cambios drdsticos en su.mors
fologia celular la cual pasa de un estado-altamente
rarnificado. a un fenotipo ameboideo. Conla.acti-
vacion, también se-induce la expresion de marca-
dores de superficie como ¢l MHC 11, Ja secrecién de
sustancias citotéxicas. (radicales libres de oxigenbo,
6xido nitrico, etc) y la liberacién de nnasvariedad

de citoquinas y- factores de crecimiento??. Todas

estas moléculas permiten Ja- comuicacion regulada
de'la célula activada con otras células microgliales
inactivadas, ‘con. células terebrales y del sistema
inmunoldgico,

Actualmente hay evidencias de que existe una
serie de sefales.de dafio innatas que ¢statfan invo-
lucradas en la detonacion de la activaciosn micro-
glml v, dado.su cardcter constante, conllevarfan ala
activacion permanentede las células provocando
enellas una sobre activacion?.

Cuando se gatilla lx sobre.activacion microglial,
la constante liberacién de factores citotéxicos y
citoquinas pro-inflamatorias origina un feriémeno
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neuroinflamatorio ¢l cual se'ha evidenciado estar di-
rectamente relacionado con la degeneracion neuro-
nal, principalmente por efecto.de las moléculas pro-
inflamatorias®®; lo cual implica alas mmmglla.s Y
lds citoguinas como agentes claves en el. dwarrolio
dé desordenes neurodegenerativos:como la EA®

Estudios clinicas en pacientes que han rec1b1do
sistexndticamente drogas. antiinflamatorias no es-
‘teroidales (NSATDS) muestran. que estos presentan.
una disminucién en Ta incidencia de EA, sugiriendo
que ¢l aminorar la inflamacion cerebral ayndarfa a
‘prevenir o-mantener baja la posibilidad de désarro-
ar EA2, Este.tltimo punto poné demaniifiesto,
Ia;mportam.m ‘del papel qué juegan las citoquidas
proinllamatorias liberadas dada ld activacii glial?,
por efecto de las sefiales de dafio, conto un ageite
principalen fa patogénesis dela EA.

Por ofra parte, como Ya hemos descrite; facto-
res tan diversos.como traumatismos y golpes en la-
¢abeza, alteraciones en la regulacién del colesterol,
ciadros diabéticos,, congtantes infecciones; uri alto
consiimor-de grasas, deficiencia de vitamina B12, , eI,
inéremientan el rfiesgo de-padecer la EA’, pero jc6mo
se podria relacionar esto con la neurvinflamacion?.

Todos estos factores: que se arrastran por un
tiempo prolonigado en las personas se transforman,
a largo plazo, en sefiales de dafio que pueden-ser
“sensadas” por las células microgliales; es decit
son traducidas en el oiganismo en una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno, ox-
LDL, AGEs, proteinas anormales.y formacion de
agregados pmteu.os, ¢itre otros. Todas estas sefia-
les internas activan la célula microglial ediante
Tlos Teceptores para productos finales de glicacién
avanzada (RAGEs) o bien por los receptores. del
tipo Toll like receptors (TLRs). Por otro-lada trau-
matismos inducen la produccién de oligomeros de
A, productos.finales de glicacién avanzada (AGEs)
¥ proteina 5-100 lo que se:suma al estimulo deto-
nante defa actlvdqc’)n?mlcrolglal’ =

Finalmente, Ja activacién microglial se traduce
en la deteccion de las:sefiales de dafio quednducen
un-aumento-en la.actividad dél factor de‘transcrip-
ci6n NF el que.a suvez Lstlmula la producciéi.sus-
tamncias citotoxicas ¥ atoqumm pro- intlamatorias,
tales como 'INF-g, IL-1., IL-6, entre otras, que des-
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] Sofiles i Activacién
de’dafio Microglial

Daganamntan
neuronal

o]
Dafio ,
neu;ona’l

| Figura 1. Modelo de-activacion.
microglial conducentea la neu-
rodegeneracién del tipo de la
enfermedad de Alzheimer, Cé-
Iulas. microgliales sensibles a
‘diferentes sefiales de-dafio. son
| sobreactivadas:en el.largo plazo,
| ptoduciendo fa liberacién de
compuestos citotéxicos hacia
las:neuronas. (principalmenter
citaquinas proinflamatorias)
que-conducen al dafio neuronal.
‘Producida la-degeneracién neu-
tonal, agregados de. tau. libe-

3 .

Hlpﬂmfosfonlacién
. PHFs > TNFs

-rados al medio extrdcelular,
.cantribuyen'al ciglo descbreac-

‘tivacién.microglial.

encadenan la degeneracién neuronal pordiferentes
vias, pero todas convergentes en la-alteracién de la
proteina tau®**, Una representacion esquemética

que ituséra la @ccién de las denominadas, “sefia-
les de dafio” en via hacia la neurodegenracién se

muestrazen la Figura 1.

Con estos antecedentes, henios propuesto Tahi-
pGtesis dela Neurommunomodulacmn’, queexpli-
ca el fenémeno de la. activacién de largo plazo del
sistema inmune innato por un.conjunto defactores
de riesgo, constitnyendo un: mecanismo unificado,

que determina la detonacion de la.cascada infla-

matoria que converge én alteraciones.en-el citoes-

-queleto (auto-agregacién de tai, y-formacion. de

PHFs) que conflitye érf Ta BA comc i firial comitn.:
Por otro lado, ocurrida 1a neurodegenéracién, son
libérados al medio: extracelular los agrégados de
proteina tan alterada, los.cuales estarian asociados
a Tz mantencion del estado-activado de la célula
microglial, ademds de-ser agregades proteicos de
cardcter neurotoxicc®?,

1
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Conclusiones

La EA se; puede explicar como un desorden
nenrodegenerativo -asociado numerosas ‘formas
de dafio que determinan en 1ltimo térinino la
activacién de mecanismos ‘de neurinmunoinila-
madidn .que a'su-vez:se encueritran directamente
relacionados.com Ta activacién microglial y eleva-
‘dos niveles. de titdqui'n‘as proinﬂamatorias” o Sin
diverso fenotlpzca ¥ funcxonalmente, Yya que se
encuentra determinadoper los tipos de estirulos,
dela:intensidad de éstos y el contexto en que estos
5€ ”da'ni y 1o necesariamente seﬁ:i} oCivo, ples; en
una primera instancia, puede-tener caracteristicas
n’europrdt"eqtorasﬁ, En suma,.es ¢l balance entre el
efécto neurotéxico: contra el ‘neuroprotector, ast
€Omo. la relacién y balance entre los, factores.micro-
gliales anti-- Y pro- mﬂamatomos, lo.que determina.
el papel de la microglia juega en el desarrollo de
unapatologia o:enuna condicidn:de dafio leveZ.
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