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RESUMEN

"La Astaxantina protege a las neuronas de cultivo primario de hipocampo de los

efectos dafiinos de los oligomeros del peptido B-amiloide "

Introduccién: El incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno y la
aparicion de estrés oxidativo contribuyen en forma importante para el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer (EA). Los oligbmeros del péptido B-amiloide (ABOs) son
considerados como entidades moleculares centrales en la patogénesis de la EA. A
concentraciones sub-letales, los ABOs producen sefales aberrantes de ca® y disminuyen la
expresion de laisoforma 2 del receptor de ryanodina (RyR2), una proteina importante para los
procesos de plasticidad y memoria asociados al hipocampo. En este trabajo, investigamos si el
pre-tratamiento con el antioxidante astaxantina (ATX) protege a las neuronas de los efectos
deletéreos inducidos por los ABOs, como el incremento en la produccion de H,O, mitocondrial,
la activacion de la isoforma c4 del factor nuclear de células T activadas (NFATc4), y la
disminucion del RNAm de RyR2 en un modelo de cultivo primario de células de hipocampo de
rata. Metodologia: Para estudiar los efectos de ATX sobre la viabilidad celular, se realiz6 una
curva dosis respuesta con ATX y se determind la viabilidad utilizando el kit Live/Dead®. Para
determinar los niveles de producciéon de H,O, mitocondrial y la activacion de NFATc4, las
neuronas se transfectadas con plasmidios codificantes para la proteina sensora de H,0,, para
HyperMito o para la proteina de fusion entre NFATc4 y la proteina fluorescente verde (GFP),
(NFATc4-eGFP), respectivamente. Los niveles de RNAmM de RyR2 se determinaron por gPCR.
Los cultivos primarios de células hipocampales se pre-trataron con 0,1 pM de ATX, 90 minutos
antes de ser tratados con 0,5 uM ABOs. Resultados y Conclusiones: El tratamiento con ATX
(10 puM) por < 24 horas no evidencié cambios en la viabilidad del cultivo. La pre-incubacion
con ATX 0,1 uM previno el incremento en la produccion de H,O, mitocondrial inducido por los
ABOs. El tratamiento con ABOs por 6 horas indujo la translocacién nuclear de NFATc4 -eGFP y
la disminucién de los niveles de expresion del RNAm de RyR2. La pre-incubacién con ATX 0,1
UM previno ambos efectos. Estos resultados indican que la ATX protege a las neuronas del
incremento en la produccion de H,O, mitocondrial, la activacion de NFATc4, y la disminucién

del RNAm de RyR2, inducidos por los AROs.



ABSTRACT:

" Astaxanthin protects primary hippocampal neurons against noxious effects of Ap-
Oligomers"

Introduction: Increased reactive oxygen species (ROS) generation and the ensuing
oxidative stress contribute to Alzheimer's disease pathology. We reported previously that
amyloid- peptide oligomers (ABOs) produce aberrant ca” signals at sub-lethal concentrations
and decrease the expression of type-2 ryanodine receptors (RyR2), which are crucial for
hippocampal synaptic plasticity and memory. Here, we investigated whether the antioxidant
agent astaxanthin (ATX) protects neurons from ABOs-induced excessive mitochondrial ROS
generation, NFATc4 activation and RyR2 RNAm down-regulation. Methodology: To study the
effects of ATX on cell viability, we performed a dose response curve and quantified cells
survival using the Live/Dead® kit. To determine mitochondrial H,O, production or NFATc4
nuclear translocation, neurons were transfected with plasmids coding for HyperMito or NFATc4-
eGFP, respectively, gPCR was employed to determine RyR2 RNAm expression levels. Primary
hippocampal cultures were incubated with 0.1 yM ATX for 1.5 h prior to 0.5 uM ABOs addition.
Results and Conclusion: We found that incubation with ATX (€10 pM) for < 24 h was non-
toxic to neurons. Pre-incubation with 0.1 yM ATX also prevented the neuronal mitochondrial
H,O, generation induced within minutes of ABOs addition. Longer exposures to ABOs (6 h)
promoted NFATc4-eGFP nuclear translocation and decreased RyR2 RNAm levels, evaluated
by detection of the eGFP tagged fluorescent plasmid and gPCR, respectively. Pre-incubation
with 0.1 yM ATX prevented both effects. These results indicate that ATX protects neurons from
the noxious effects of ABOs on mitochondrial ROS production, NFATc4 activation and RyR2

gene expression down-regulation



Introduccion:

1.-El envejecimiento y la Enfermedad de Alzheimer.

1.1.- El cerebroy el envejecimiento patolégico

El envejecimiento es un proceso deletéreo multifactorial, en que la acumulacion
temporal de dafio celular desencadena una progresiva pérdida de la integridad
funcional fisiolégica, lo que incrementa la wvulnerabilidad del organismo a
enfermedades y a la muerte (Phillip et al., 2015). Uno de los 6rganos mas afectados
por los dafios asociados al envejecimiento es el cerebro. De hecho, la mayoria de las
personas experimenta una creciente pérdida de funciones con el tiempo, lo que se
refleja en cambios de la estructura y funcion de diferentes zonas del sistema nervioso,
y desencadenan alteraciones en los procesos que participan en la memoria,
aprendizaje, actividad motora, patrones del suefio y funcion neuroendocrina (Yankner
et al., 2008). En general las células de todo el sistema nervioso son afectadas por el
envejecimiento y las enfermedades que conlleva, los procesos que contribuyen a este
dafo incluyen incremento en el estrés oxidativo, perturbaciones en la homeostasis del
metabolismo celular, acumulacion de dafio estructural y funcional en proteinas y
acidos nucleicos, entre otros. Estos cambios son exacerbados en poblaciones
vulnerables de neuronas, que terminan explicando la amplitud de procesos alterados y
forman parte de la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas (Mattson and
Magnus, 2006; Yankner et al., 2008). Ubicado en el I6bulo temporal, el hipocampo es
esencial para a los procesos de aprendizaje y memoria, y es particularmente
vulnerable a efectos neurotoxicos asociados a distintas enfermedades, como la
obesidad, diabetes, hipertension, etc. Se ha demostrado que la atrofia del hipocampo
es un indicador para la conversion desde un proceso de envejecimiento normal, al
desarrollo de dafio cognitivo leve, demencias y enfermedades neurodegenerativas, y
representa, por lo tanto, un foco importante en el estudio de estas enfermedades
(Fotuhi et al., 2012; Leal and Yassa, 2015).

1.2.- La enfermedad de Alzheimer (EA).

La enfermedad de Alzheimer es la forma mé&s comun de demencia en el mundo,
es una enfermedad neurodegenerativa progresiva y fatal, que se manifiesta
principalmente por graves alteraciones en procesos de memoria y cognitivos. El
envejecimiento es el principal factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad:
cerca del 10% de los individuos sobre los 65 afios la sufreny la prevalencia alcanza al
32% de la poblacion de individuos sobre los 85 afios (Association, 2015). El aumento

en la esperanza de vida en los paises en desarrollo ha convertido a esta enfermedad



en uno de los mas importantes problemas de salud publica de los tiempos actuales y
futuros (Hurd et al., 2013). Otros factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad incluyen enfermedades cardiovasculares, diabetes, hipertension,
antecedentes de trauma cerebral y alto consumo de alcohol, mientras que otros
antecedentes son considerados protectores e incluyen el ejercicio regular, alto nivel de
educacion y dieta apropiada entre las cuales destaca el consumo de antioxidantes
(Querfurth and Laferla, 2010).

Durante el desarrollo de la enfermedad se produce un extenso proceso
neurodegenerativo que se inicia desde temprano en regiones especificas del cerebro
(principalmente hipocampo y corteza entorrinal), el cual luego progresa afectando
otras regiones del cerebro, quedando el individuo totalmente inhabilitado para realizar
de manera independiente incluso las mas simples actividades de su vida diaria. La
enfermedad de Alzheimer puede clasificarse en dos tipos de diferente origen; una
forma familiar hereditaria de aparicion temprana, progresion rapida y sintomas severos
(comienzo entre los 45-60 afios), y otra esporadica mucho mas prevalente, de
aparicion en edades avanzadas (generalmente a partir de 65 afios) (Cummings, 2004).
Los primeros avances en la busqueda de mecanismos fisiopatologicos de la
enfermedad, pusieron énfasis en la pérdida selectiva de neuronas colinérgicas en el
cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer. Estas investigaciones
produjeron las primeras terapias relativamente efectivas, basadas en restablecer la
comunicacion colinérgica mediante farmacos agonistas directos o indirectos de accion
central, principalmente inhibidores de acetilcolinesterasas, medicamentos como la
Rivastigmina, Donepezilo y Galantamina, que, sin embargo, tienen una eficacia
limitada, siendo apenas efectivos en retrasar ligeramente el progreso en la etapa
autovalente de la enfermedad (Birks, 2012). Sin embargo, la determinacion y el
aislamiento de proteinas amiloides agregadas desde placas seniles extracelulares
(Masters et al., 1985) y de proteinas asociadas a microtibulos (TAU) hiperfosforiladas
desde de ovillos neurofibrilares (Grundke-Ilgbal et al., 1986) en los cerebros de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer y sindrome de Down, convirtieron estos
ovillos neurofibrilares y placas seniles en los marcadores méas importantes de la
patologia y propiciaron los blancos para la busqueda de los mecanismos celulares y

moleculares de la enfermedad (Igbal et al., 2016; Villemagne et al., 2013).
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2.- Bases celulares y moleculares involucradas en la patogénesis de
la Enfermedad de Alzheimer.

2.1.- Los oligbmeros solubles del peptido 3-amiloide (ABOs).

El B-amiloide (AB) es un péptido de 4 KDa que proviene de la protedlisis de la
proteina precursora amiloide (APP), realizado por la enzima 3-secretasa y el complejo
y-secretasa, en contraposicion al procesamiento no amiloidogénico realizado en
conjunto por la a-secretasa y y-secretasa, que no genera AB. Debido a la presencia de
aminoacidos hidrofébicos en el fragmento inserto en la membrana que compone el
péptido AB, en medio acuoso los mondémeros de AB rapidamente se unen entre si,
dando lugar a varios tipos de agregados, que incluyen los oligdmeros de AB (ABO),
protofibrillas y y fibrillas amilloides. Los ABOs son oligédmeros solubles del péptido AB
se distribuyen ampliamente en el cerebro y fluido cerebro cerebro-espinal, por otro
lado, las fibrillas amiloides son grandes e insolubles, y se agregan y depositan
formando las placas seniles (Ahmed et al., 2010; Glabe, 2008; Gong et al., 2003). A
través de la observacion del cerebro de pacientes postmortem, surgio la hipétesis
proponiendo que las placas seniles causan la neurodegeneraciéon que se desarrollaba
en la EA. Bajo estos preceptos, fue establecida la llamada hipétesis de la "cascada
amiloide". Esta idea establece que la deposicion y agregacion del péptido AB en las
placas seniles, conlleva a la muerte neuronal en la zonas del cerebro degeneradas en
el Alzheimer (Selkoe, 1991). Sin embargo, varios estudios no mostraron una
correlacion directa entre la deposicién de placas y la pérdida sinaptica/neuritica en
cerebros postmortem de EA (Katzman et al., 1988). De hecho los déficits cognitivos en
ratones transgénicos de EA se desarrollan antes de la deteccion de las placas
amiloides o agregados insolubles (Mucke et al., 2000). Estas observaciones fueron las
primeras que indicaron una desconexién entre el dafio funcional de la enfermedad y la
presencia de las placas amiloides.

Mas estudios establecieron que los pequefios agregados oligoméricos solubles
de AB, los ABOs, eran las verdaderas neurotoxinas tanto en cultivos in vitro como en
modelos in vivo y pueden generar el dafio neuronal observado en la ausencia de
fibrillas o otros agregados especies neurotéxicas (Forny-Germano et al., 2014; Jana et
al., 2016). Por lo tanto, la hipétesis de la " cascada amiloide" tuvo que ser
readecuada, y los ABOs, en vez de las fibrillas insolubles o las placas, fueron
indicados como los agentes que desencadenan el dafio sinaptico y las fallas en los
procesos de la memoria (Haass and Selkoe, 2007). Segun estos antecedentes, la
enfermedad de Alzheimer responde primeramente a wuna falla sinaptica,

desencadenada por los ABOs, que conlleva a la progresiva pérdida de los procesos de
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memoria y la funcién cognitiva en la EA, la muerte neuronal explica solamente el dafio
a las funciones cerebrales en las dltimas etapas de la enfermedad (Ferreira et al.,
2015; Strooper and Karran, 2016). Los ABOs se acumulan en el cerebro y fluido
cerebro-espinal de pacientes y se han encontrado niveles incrementados de
oligbmeros asociados con sinapsis en el cerebro de pacientes con la EA (Handoko et
al., 2013; Hong et al., 2014). Los ABOs dafian la plasticidad sinaptica inhibiendo la
induccion de la potenciacion a largo plazo (LTP) y facilitan la induccién de la depresion
a largo plazo (LTD) (Li et al., 2009; Walsh et al., 2002). La interaccién de los ABOs con
receptores de glutamato puede generar excitotoxicidad, afectando vias de sefializaciéon
celular, desencadenando los efectos neurotéxicos y la pérdida de la estructura y

funcion sinaptica (Jarosz-Griffiths et al., 2016; Paula-Lima et al., 2013).

2.2.- Laenfermedad de Alzheimer y fallas de las vias de sefializacion mediadas

por Ca**; papel del receptor de ryanodina (RyR).

Las neuronas y todas las células eucariontes poseen elementos y sensores
especfficos que regulan la concentracion de Ca®* libre en el citoplasma. Estos se
pueden clasificar en sistemas de entrada y salida de Ca*" e incluyen canales y bombas
de extrusion, presentes en la membrana plasmatica y en organelos como el reticulo
endoplasmico y las mitocondrias, que en conjunto regulan la frecuencia, localizacién
celular y duracién de la concentracion de Ca®" libre citosélico, modulando distintas
funciones celulares como la plasticidad sinaptica, exocitosis de vesiculas, metabolismo
y dindmica mitocondrial, etc. (Berridge, 2006; Carrasco and Hidalgo, 2006). Existen en
mamiferos tres isoformas del receptor de ryanodina (RyR1, RyR2 y RyR3) y todas
estan presentes en el cerebro, siendo la isoforma 2 la mas abundante en neuronas,
seguida de la isoforma RyR3. Este receptor es un mediador de la liberacién de Ca**
desde el lumen del reticulo endoplasmatico al citoplasma en respuesta a Ca”* (su
agonista fisioldgico), papel que desempefia junto el receptor de IP3 (IP3R), para
amplificar y transmitir las sefiales de Ca**originadas a través de la entrada de Ca** por

canales de membrana plasmaética (Fill and Copello, 2002; Zhao et al., 2000).

Existen estudios donde se ha relacionado el desarrollo de la EA con un aumento
sostenido de los niveles de Ca* intracelular, lo que seria un evento temprano en la
patogénesis que incluso antecede a eventos como la acumulacién de -amiloide en
las placas extracelulares y la muerte neuronal (Berridge, 2010; LaFerla, 2002). En
muestras postmortem de pacientes con EA, la expresion de RyR2 se encuentra
significativamente reducida desde temprano en el desarrollo de la enfermedad.
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Ademés se observé una disminucion significativa de los niveles de unién de [*H]

ryanodina en los estadios tardios de la enfermedad (Kelliher et al., 1999).

Datos previos del laboratorio muestran que la incubacion de cultivo de neuronas
hipocampales con ABOs disminuyen el contenido de proteina y la expresion del RNAm
de RyR2, aunque, se desconocen los mecanismos y vias de sefalizacion que
participan en esta disminucion en su expresion. Nuestro laboratorio aport¢ la idea de
que los ABOs generan un aumento de la entrada de Ca** al citoplasma neuronal, que
es dependiente de la activacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y de la
liberacion intracelular de Ca** a través de los RyR (Paula-Lima et al., 2011). Esta sefial
sostenida de Ca** es evitada con la pre-incubacion con el antioxidante NAC (N-Acetil-
cisteina, precursor de glutation), lo que pone en relieve la participacion del estado
oxidativo en el mantenimiento de la sefial de Ca®* inducida por los ABOs (SanMartin et
al., 2012), ya que el RyR es altamente sensible a la modulacién redox (Marengo et al.,
1998). Inversamente, quelantes de Ca* intracelular bloquean la generacion de
especies reactivas de oxigeno inducida por los ABOs, poniendo de manifiesto la
estrecha relacion entre las ROS y las sefiales de Ca®*(De Felice et al., 2007). Existe
entonces interdependencia cruzada entre estas vias de sefializacion, en donde los
ABOs inducen sefiales de Ca** dependientes de ROS, y también la generacion de
ROS depende de las sefiales de Ca**. En este contexto, el RyR surge naturalmente
como un actor clave ya que pueden funcionar como detectores coincidentes del
aumento de Ca*" y de la produccion de ROS, debido a la presencia de cisteinas que
son modificadas cuando estan presentes en un ambiente oxidado, lo que aumenta la
respuesta del canal a Ca** (Marengo et al., 1998). Ademas la actividad del receptor es
modulada por otras especies como la concentracion de Mg®*y ATP, lo que en conjunto
le otorgan un rol clave en la sefializacion redox y mediada por Ca®* (Bull et al., 2007;
Riquelme et al., 2011).

2.3-Activacion de la via Calcineurina (CaN)/NFATc4 y la Enfermedad de Alzheimer

La regulacién de la transcripcion génica dependiente de Ca®* tiene un papel critico
en la plasticidad sinaptica y la formacion de la memoria. Esta regulacion depende de la
sefializacion de varias proteinas cuya actividad puede ser modulada por el Ca**. El
aumento de Ca®* provoca la activacién de la fosfatasa calcineurina (CaN) que
desfosforila, entre otros sustratos, al factor nuclear de las células T activadas (NFAT)
induciendo su translocacion nuclear, donde regula la expresion génica, participando
entre otros, en los procesos de arborizacién dendritica y desarrollo axonal (Schwartz et
al., 2009). NFAT consta de 4 principales isoformas, nominadas NFATc1-4, de ellas las
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dos isoformas mas importantes en las neuronas son NFATc3 y NFATc4. En estado
basal el dominio N-terminal de NFAT se encuentra fosforilado, ocultando una
secuencia de localizacion nuclear, y la elevacion sostenida y de baja intensidad de la
concentracion de Ca®* citoplasmatico lleva a la activacion de la CaN, la cual entonces
desfosforila a NFAT, revelando su secuencia de localizacién nuclear y resultando en
su translocacion al nucleo (Hogan et al., 2003). La regulacion de este proceso es
diferencial para NFATc3 y NFATc4, mientras que NFATc3 rapidamente transloca al
nucleo (minutos), NFATc4 permanece fosforilado y localizado en el citoplasma,
requiriendo depolarizaciones mas largas para translocar al nicleo (Ulrich et al., 2012).

Durante el envejecimiento se producen la desregulacion gradual de la
sefializacion por Ca®, aumento del estrés oxidativo, y la neuroinflamacion, todos
conllevando a una mayor produccion de AB y a un aumento de la activacion de CaN
(Abdul et al., 2009; Norris et al., 2005), en un ciclo de dafio que se retroalimenta. Los
dafios que se producen durante la progresion de la enfermedad de Alzheimer
correlacionan con la mayor activacion de la CaNy con un aumento en la activacion de
isoformas especificas de NFAT en la células gliales y neuronas de la corteza e
hipocampo en pacientes postmortem (Abdul et al., 2009, 2010). La activacion de la
CaN y la activacion especifica de la isoforma NFATc4 por ABOs provoca cambios
morfolégicos observados en la proximidad de las placas amiloides como: distrofia
neuritica, pérdida de la arborizacion dendritica y disminucién de la densidad de
espinas, cambios morfoldégicos que son prevenidos y revertidos cuando se utilizan
inhibidores de la via CaN/NFAT (Hudry et al., 2012; Wu et al., 2010).

2.4.-El estrés oxidativo y la enfermedad de Alzheimer

Junto con el control de los niveles de Ca**, las células han desarrollado un
sofisticado mecanismo sefalizacion basado en cambios localizados del estado de
oxidacion de proteinas, generando un sistema de sefializacion redox. En general el
estado redox de la célula se mantiene en equilibrio. Sin embargo la produccion no
controlada especies oxidantes, como las (ROS), pueden alterar este equilibrio y
desencadenar dafio celular. Las ROS son un término colectivo que agrupa a aquellos
compuestos que derivan de las reacciones del oxigeno con pérdida o ganancia de
electrones, generando compuestos oxidantes altamente reactivos. Esto incluye entre
otros al, anién superéxido O, ", peroxido de hidrogeno H,O, y el radical hidroxilo HO-
(Droge, 2002). La atencién se ha enfocado en el H,O, que, por sus propiedades, es el
principal segundo mensajero en la sefializacién redox. Sin embargo el H,O,, no tiene
electrones no pareados y por lo tanto no es un radical, lo cual lo hace un oxidante
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comparativamente menor que otras especies. El H,O, puede difundir desde su sitio de
generacion para reaccionar con otras biomoléculas. Sin embargo, su rango de accion
es local ya que, el H,O, es metabolizado rapidamente por enzimas o compuestos
antioxidantes enddgenos (Veal and Day, 2011). El H,O, puede reaccionar con residuos
de tioles libres (-SH) en proteinas blanco, que son oxidados a su forma de puente
disulfuro (S-S), de esta manera pueden regular diferentes funciones celulares, como
activar directamente a factores de transcripcion regulando la expresion génica
(Brigelius-Flohe and Flohé, 2011).

En la membrana plasmatica la produccion de ROS depende de la actividad de la
NADPH oxidasa (NOX), que remueve un electron desde el NADPH y lo afiade al
oxigeno generando O, ', luego la superéxido dismutasa convierte el O, a H,O,. Por
otro lado, en el citoplasma conviven varias enzimas gque pueden generar ROS tales
como xantina oxidasa (XO), citocromo P450 (CYP,s), entre otras. Sin embargo, la
fuente de produccion de ROS intracelular mas importante es la mitocondria (Schieber
and Chandel, 2014). En la mitocondria, se han encontrado deficiencias en las distintas
enzimas responsables del metabolismo oxidativo, que pueden aumentar la generacion
de ROS, también la actividad normal de estas y la cadena transportadora de
electrones, en los complejos |y Il contribuyen a la produccién de O, (Hamanaka and
Chandel, 2010).

El estrés oxidativo se produce por un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y/o disminucion de los sistemas de defensa antioxidante,
gue son responsables de la eliminacion de ROS. Esto genera un desequilibrio,
aumentando la oxidacion de biomoléculas y desencadenando procesos que generan
dafio celular, que favorecen el desarrollo de la neurodegeneracion implicada en el
envejecimiento y deterioro cognitivo (Barnham et al., 2004; Droge and Schipper, 2007,
Mattson and Magnus, 2006). Usando tejido postmortem de pacientes con la EA, varios
estudios han demostrado que presentaban mayores niveles de estrés oxidativo,
revelado por los niveles de oxidacién proteica, oxidacion lipidica y glicooxidacion, que
se desarrollan en forma progresiva y gradual desde temprano, en las primeras etapas
de la enfermedad, tanto en pacientes con deterioro cognitivo leve, como en casos de
EA (von Bernhardi and Eugenin, 2012; Butterfield et al., 2013). Uno de los
mecanismos por los cuales el AR puede generar ROS, es a través de complejos
formados con metales como el Zn* y el Cu?, en particular, el Zn**, a concentraciones
fisiolégicas, lo que puede inducir la mayor agregacion de AB. El Cu*y el Fe®* pueden
reducirse y oxidar residuos de aminoacidos del péptido AB, generando en el proceso
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un aumento en la generacién de ROS, como peréxido de hidrogeno, el cual si no
puede ser contenido por el sistema antioxidante celular, generard estrés oxidativo y
dafio celular (Bush, 2003; Ward et al., 2014). Una de las fuentes principales de estrés
oxidativo en la EA es la mitocondria, y varios estudios han encontrado deficiencias en
enzimas de la cadena respiratoria y del ciclo de Krebs, ademéas de fallas en la
dinamica mitocondrial, lo que termina aumentando la produccion normal de ROS
desde este organelo (Hirai et al., 2001; Mattson et al., 2008; Zhang et al., 2016).

El estrés oxidativo aparece simultaneamente con problemas en la vias
sefializacién mediada por Ca®*, en particular se ha asociado a la neurotoxicidad
inducida por los ABOs con la activacion de vias rio abajo del receptor de " N-metil-D-
aspartato” (NMDA) (Decker et al., 2010). La activacion aberrante de los receptores
NMDA conlleva a cambios anormales en la expresiéon génica, que median los defectos
morfolégicos y funcionales inducidos por los ABOs en las neuronas (Sebollela et al.,
2012). A pesar de que los ROS se clasifican tipicamente como especies neurotoxicas,
no debe perderse de vista que es la generacion excesiva de los ROS lo que se asocia
con sus efectos neurotoxicos. A concentraciones fisioldgicas, muchos ROS estan
implicados en cambios funcionales necesarios para la plasticidad sinaptica y, por
tanto, para la funcién cognitiva normal, y tan solo en caso de produccion excesiva o no
controlada como en el estrés oxidativo, son perjudiciales (Kishida and Klann, 2007;
Massaad and Klann, 2011).

3. Estrategias farmacoldgicas contra la enfermedad de Alzheimer

3.1.- Escenario actual de la terapéutica y problema actual

Durante los pasados 10 a 15 afios, el estudio de los detalles moleculares de la
patogénesis de la EA ha indagado en busca de los posibles blancos y estrategias para
una mejor intervencién terapéutica. Principalmente, la evidencia apunta al péptido AB
como un blanco clave. De hecho, la mayoria de las nuevas estrategias terapéuticas
involucran interferir con la produccion, auto-asociacion o las vias de sefializacion que
median los efectos neurotoxicos del péptido AR (Wolfe, 2002). Ya existen farmacos, en
diferentes etapas de desarrollo clinico o pre-clinico, dirigidos contra todos estos
procesos, aunque desafortunadamente es posible que ninguno de estos agentes
ayudaran a pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad de Alzheimer, ya que el
grado de neurodegeneracion a este nivel, parece alcanzar un punto de no retorno. Sin
embargo, se espera que aun sea posible encontrar compuestos que puedan
enlentecer o detener el progreso de la enfermedad, en individuos que se encuentren

en etapas tempranas (Andrieu et al., 2015; Cummings et al., 2014; Petersen, 2003).
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Actualmente existen pocas alternativas terapéuticas aprobadas por la FDA para el
tratamiento de la EA, y estas solo proveen tratamiento sintomético y un beneficio a
corto plazo. Comprenden principalmente a inhibidores de la acetilcolinesterasa de
accion central, que tratan de reemplazar la pérdida de neuronas colinérgicas que
sucede en la EA. Desafortunadamente este tipo de terapia no detiene la pérdida de
estas neuronas, por lo que los farmacos eventualmente pierden su efectividad
(Cummings, 2004). Una mejor aproximacion busca desarrollar agentes contra dianas o
procesos que sean responsables de la neurodegeneracién. De acuerdo con la
hipétesis de la cascada amiloide, los primeros blancos en este sentido, se han
dirigidos contra enzimas que participan en este proceso de protedlisis y produccion de
AB, con la intencién de disminuir la generacion del péptido (Karran et al., 2011). Estos
incluyen: inhibidores de la B secretasa (BACE) y/o del complejo de la y secretasa
(Wolfe, 2012), moduladores de la a secretasa y la inmunoterapia activa o pasiva contra
el AB (Delrieu et al., 2012). También se buscan otros que puedan modular
indirectamente la produccion de AB y o sus efectos a través de distintas vias de
sefalizacion. Se destacan algunos ya aprobados para otras condiciones como
antiinflamatorios, antioxidantes, inhibidores de la biosintesis de colesterol (estatinas),
sensibilizadores de insulina, entre otros (Wolfe, 2002).

Una estrategia que ha alcanzado relativo éxito en los ensayos clinicos ha sido la
inmunoterapia contra el péptido AB, que busca prevenir la acumulacién de AB y
aumentar su eliminacién por el sistema inmune, activamente con el mismo peptido AB
como inmunogeno o pasivamente, mediante la administracion de anticuerpos anti-AB
(Wisniewski and Goiii, 2015). La inmunizacioén activa ha mostrado reducir la disfuncién
cognitiva en ratones transgénicos de la EA. Sin embargo, han aparecido dudas, ya que
la respuesta inmunolégica podria desencadenar la disolucion de las placas que
contienen AB, sin la eliminacién de la forma soluble de AB, por lo que se desconoce si
la reduccion en el declive cognitivo se debe a la disolucién de las placas o puede
deberse verdaderamente a la union de anti-AB a las formas téxicas solubles de AB. En
ensayos clinicos de fase lll con anticuerpos o la inmunizacién pasiva han fallado en
demostrar beneficios cognitivos en pacientes (Delrieu et al., 2012). Esto ha dado un
nuevo impulso para las estrategias que buscan intervenir los procesos provocados por

el péptido AB, tal como el estrés oxidativo.
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3.2.- Los antioxidantes y su posible relevancia en la enfermedad de Alzheimer.
En pacientes con la enfermedad de Alzheimer se ha encontrado deficiencias

funcionales en enzimas antioxidantes, tales como la superéxido dismutasa (SOD), las
cuales se relacionaron con un fenotipo méas grave de la enfermedad, mostrando en
tales casos un aumento de la agregacion de amiloide, y la aceleracion de la aparicion
de deterioro cognitivo (von Bernhardi and Eugenin, 2012). Por el contrario, la
sobreexpresion de enzimas antioxidantes atenta y revierte la disfuncién celular

inducida por los oligdmeros de AB (Giordano et al., 2014)

En la busqueda de estrategias terapéuticas que pudiesen retrasar, revertir y/o
prevenir el desarrollo de la EA, los compuestos antioxidantes han concitado
considerable atencion y esfuerzos, con relativo éxito en la investigacion, siendo
importantes herramientas farmacoldgicas cuyas propiedades protectoras se han
probado en diversas enfermedades (Schmidt et al.,, 2015). Los antioxidantes
reaccionan preferentemente con los ROS inactivandolos y restableciendo el equilibrio
redox de la célula. También pueden activar o imitar a los sistemas enddgenos
antioxidantes celulares, restableciendo sus actividades y/o aumentar su expresion,
ademas de prevenir los efectos dafiinos de los ROS sobre las diferentes dianas
biolégicas. En general las principales estrategias antioxidantes probadas en modelos
in vitro e in vivo de la EA, incluyen: usar compuestos atrapadores de ROS que limiten
los efectos toxicos de los ROS; usar compuestos o0 precursores metabdlicos que imiten
la actividad de enzimas antioxidantes enddgena; o usar compuestos que activen los
sistemas antioxidantes enddgenos (Domenico et al.,, 2015; Schmidt et al., 2015).
Mencién especial merecen las estrategias dirigidas a controlar la produccion de ROS
en la mitocondria, regulando su metabolismo y funcion, con compuestos dirigidos
especificamente a este organelo, dado el rol de la mitocondria controlando la funcion
metabdlica y modulando vias de sefializacion celular, no es de extrafiar que estos
compuestos hayan demostrado gran efectividad y posibles aplicaciones en patologias
neurodegenerativas (Apostolova and Victor, 2015; Ma et al., 2011; Wu et al., 2015b).

Existe una enorme cantidad de antioxidantes ensayados en distintos modelos de
la EA. Una atencién especial se han atraido los de origen natural, ya que estos estan
presentes en productos de consumo regular y se encuentran normalmente en nuestra
dieta en alimentos como aceites, frutas, vegetales, vegetales y aditivos, e incluye a
compuestos como la vitamina E, vitamina C, B-caroteno, polifenoles, etc, donde la
investigacion ha demostrado en diverso grado, que Su consumo O SU USO en

tratamientos puede prevenir o retrasar el desarrollo de la EA (Domenico et al., 2015).
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3.3.- Efectos antioxidantes de la astaxantina y su posible rol protector.

La astaxantina (ATX), pigmento rojo-naranjo carotenoide relacionado a la familia
de la vitamina E esta presente naturalmente en muchos animales acuaticos como
salmoén y centollas. Comparte propiedades y caracteristicas metabdlicas con otros
reconocidos antioxidantes como la luteina y B-carotenos y se le atribuye un alto poder
antioxidante (Hernandez-Marin et al., 2012). Estudios in vitro e in vivo han demostrado
sus propiedades antioxidantes como atrapador de radicales y especies oxidantes
como O, H,0O, y OH", que junto a su gran lipofilicidad le permiten tener un efecto
inhibitorio de la peroxidacion lipidica (Hussein et al., 2006; lkeda et al., 2008). También
se le atribuyen efecto antiinflamatorio y anti-apoptético (Kim et al., 2009). Por lo
mismo, la ATX ha sido utilizada con éxito para disminuir el estrés oxidativo en
pacientes de edad avanzada y para mejorar la funcion neuronal después de la
isquemia cerebral (Shen et al., 2009). Todas estas propiedades presentes en la ATX la
hacen un candidato muy atractivo para el uso contra enfermedades del centro sistema
nervioso. Recientemente se han descrito efectos protectores en neuronas de modelos
experimentales de dafio agudo, enfermedades neurodegenerativas cronicas Yy
enfermedades neuroldgicas (Wu et al., 2015a).

Aunque ATX tiene una estructura muy similar a la de otros carotenoides como la
luteina y la zeaxantina, tiene algunas diferencias estructurales en el disposicién de sus
grupos hidroxilo, lo que le proporciona caracteristicas Unicas (estructura en la Figura
1). La actividad antioxidante de la ATX reside en sus anillos polares, con grupo
carbonilos e hidroxilos conjugados y enlaces carbono-carbono insaturados conjugados
no polares, con actividad 10 veces mayor que la de otros carotenoides (Rodrigues et
al., 2012). Ademas de la actividad como atrapador de ROS atribuida a la ATX, varios
estudios han demostrado que la ATX sola, 0 en combinacion con é&cidos grasos
omega-3, protege a las células a través de la activacion de la via de sefializacion del
factor nuclear (derivado eritroide 2) (Nrf2) y de la hemo oxigenasa-1 (HO-1) (Saw et
al., 2013). Varios estudios han implicado Nrf2 en la induccion de HO-1, que es la
enzima que cataliza el metabolismo del grupo hemo metabolismo. HO-1 protege la
actividad del tejido durante el estrés inflamatorio en diversos condiciones a través de la
degradacion de heme pro-oxidante y la produccion de monéxido de carbono (CO) vy la
bilirrubina, ambos de los cuales tiene propiedades anti-inflamatorias y anti-apoptoticas,
especialmente en las perturbaciones ROS-dependientes asociadas con el sindrome
metabdlico (Abraham et al., 2015).
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En esta tesis, investigamos los posibles efectos protectores de la ATX contra
algunos de los efectos deletéreos inducidos por los ABOs en un modelo in vitro de
cultivo primario de neuronas hipocampales de rata. Nuestros resultados sugieren
firmemente la proteccidon de la ATX contra los efectos dafinos ejercidos por los ABOs
en la produccién de ROS mitocondrial, la activacion de NFATc4 y la regulacién
negativa de la expresion génica de RyR2, sugiriendo que este antioxidante natural
podria representar una futura aproximacion terapéutica en la EA.

Figura 1: Estructura quimica de la astaxantina.
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Hipo6tesis v objetivos

Hipotesis:

« El tratamiento con el antioxidante Astaxantina previene la generacién de
especies reactivas de oxigeno, la activaciéon de NFATc4 y la disminucién de los
niveles de RNAmM de la isoforma 2 del receptor de Ryanodina inducidos por los

oligbmeros de AB en cultivos primarios de neuronas hipocampales.

Objetivo general:

+ Determinar si el tratamiento con el antioxidante Astaxantina protege a las
neuronas hipocampales de los efectos toxicos dependientes de Ca* inducidos
por el tratamiento con ABOs, como son la generacién de especies reactivas de
oxigeno mitocondriales, la activacion de NFATc4 y la disminucion de los niveles
de RNAmM de laisoforma 2 del receptor de ryanodina.

Objetivos especificos:

« Determinar si la preincubacién con el antioxidante Astaxantina previene la
produccién de especies reactivas de oxigeno en cultivo primario de células
hipocampales.

% Investigar si el uso del antioxidante Astaxantina previene latranslocaciéon
al nucleo del factor transcripcional NFATc4 inducida por ABOs en cultivo

primario de células hipocampales.
% Determinar si la preincubacién con el antioxidante Astaxantina previene la

disminucién de la expresion de laisoforma 2 del receptor de ryanodina 2 (RyR2)
inducida por ABOs en cultivo primario de células hipocampales.

21



Materiales y Procedimientos Experimentales:

Materiales: El péptido AR (AB:42) Se adquirié de Bachem Inc. (Torrance, CA), la

astaxantina (ATX) fue extraida desde Lithodes antarticus (por la empresa BIOTEX
S.A., Santiago, Chile). ElI Hexafluoro-2-propanol (HFIP) se adquiri6 desde Merck
(Darmstadt, Germany) el dimetil -sulféxido (DMSO) desde Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). El reactivo Trizol, el suplemento B27, el medio de cultivo Neurobasal, el medio
de cultivo esencial modificado Dulbeco’s (DMEM), la Lipofectamina 2000 y la sonda
de union a DNA SYBR green (Platinum SYBR GreengPCR SuperMix UDG) se
adquirieron desde Invitrogen (Carlsbad, CA). El kit de Live/Dead se adquiri6 desde
Molecular Probes (Chicago, IL), el kit Ambion DNA-free™ desde Thermo Fisher
Scientifc (Chicago, IL) y el kit ImProm-lI™ Reverse Transcriptase desde Promega
(Madison, WI). El plasmidio pEGFP-C1 NFAT3 (NFATc4) (plasmid #10961; secuencia
completa humana NFATc4) fue gentilmente cedido por el Dr. J. D. Molkentin a
Addgene (Cambridge, MA), donde se adquiri6. El plasmidio HyperMito se adquirio
desde Evrogen (Moscow, Russia). El sistema de amplificacion (MX3000P) se obtuvo
de Stratagene (La Jolla, CA).

Preparacion de oligémeros del péptido AB. La preparacién de oligbmeros
se realiz6 segun se describid en trabajos anteriores (Paula-Lima et al., 2011;
SanMartin et al., 2012). Se solubilizo el péptido AB.4 en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) para obtener una solucién de concentracion final de 1 mM. Esta
solucion se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora y después en hielo por 10 min.
La solucion fria se separ6 en alicuotas y se evaporé el HFIP en la campana de flujo
laminar, formandose peliculas de AR que se guardaron a -20°C. Al momento de su
uso, previo a los respectivos experimentos, se descongelaron las alicuotas de las
peliculas de AB necesarias y se disolvieron en suficiente dimetilsulféxido (DMSO), de
forma a alcanzar una concentracion de 5 mM. Luego se diluyeron con suficiente
solucién de amortiguador fosfato salino (PBS) estéril para obtener una solucién de
concentracion de 100 uM. Esta solucién se incubd durante 24 h a 4°C, para luego
separar la fraccion soluble, de los agregados insolubles de fibrillas o protofibrillas, para
lo cual las alicuotas se centrifugaron por 10 minutos a 14.000 g a 4°C y los
sobrenadantes, que contenian los oligdbmeros solubles del péptido AB (ABOs), se
traspasaron a tubos estériles apropiados que se mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion
en los respectivos tratamientos realizados en el medio de cultivo o soluciéon Tyrode.
Solo los ABOs preparados frescos (no mas de 48 horas) se utilizaron para todos los

experimentos.
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Cultivo primario de hipocampo de rata.- Los cultivos se prepararon a partir

de embriones de 18 dias de gestacion (E18) de ratas Sprague-Dawley, de acuerdo a
protocolo de bioética aprobados en el marco del proyecto. Se extrajeron los cerebros
de los embriones que se mantuvieron en una solucién salina HANKS balanceada a pH
7,4 a 4°C (NaCl 135 mM; KCI 5,4 mM; NaH,PO, 0,5 mM; Na,HPO, 0,33 mM; y D-
glucosa 5,5 mM). En zona estéril de campana de flujo laminar se retiraron las
meninges y se disectaron los hipocampos. Los hipocampos se lavaron con solucién
HANKS, y se incubaron en solucién HANKS suplementada con 0,25% tripsina a 37°C
en atmésfera himeda con 5% de CO, durante 8 minutos. Después de otros tres
lavados con solucion HANKS, el tejido se disoci6 mecanicamente en medio de
adhesion (DMEM, D-glucosa 19,4 mM; NaHCO; 26 mM; suplementado con 10% de
suero de caballo; 10 U/mL de penicilina; 10 pg/mL de estreptomicina). Los fragmentos
de tejido no disgregados se sedimentaron por centrifugaciéon a 800 rpm durante 10
segundos, se recuperaron las células en suspension y se sembraron a una densidad
de 40.000 células por cubre-objeto de vidrio de 12 mm de didmetro o a una densidad
de 1.500.000 células por placa plastica de 60 mm de diametro previamente tratada con
poli-Lisina (50 pg/mL). Las células se mantuvieron a 37°C en una atmésfera hiumeda
con 5% de CO, y 40 minutos después de ser sembradas, el medio de adhesion se
cambio por medio Neurobasal® suplementado con B27, 20 U/mL de penicilina y 20
Mg/mL de estreptomicina y 2 mM de Glutamax. Las células se mantuvieron en estas
condiciones suplementandose con medio de cultivo periddicamente y se utilizaron
después de 14 a 21 dias (14-21 DIV) segun se detalla en cada procedimiento.

Ensayo de viabilidad celular.- Para evaluar los efectos de la astaxantina

(ATX) en la viabilidad del cultivo primario de células hipocampales, estas se
mantuvieron in vitro por 14 dias (14 DIV). Luego estas células se trataron con ATX
previamente diluida, de tal manera de alcanzar las diferentes concentraciones de ATX
en el medios de cultivo (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 yM, 100 uM) y la viabilidad
celular se evalué 24 horas después a través del ensayo de viabilidad celular
Live/Dead®, con un protocolo adaptado de las instrucciones del fabricante. El
protocolo, en resumen, consistio en: pasadas las 24 horas de tratamiento con las
diferentes concentraciones de ATX, se removio el medio de cultivo las células, y estas
se lavaron suavemente tres veces con una solucion tibia de PBS-Glucosa y tratadas
con 2 uM calceina-éster AM y 1 uM homodimero de etidio en PBS-Glucosa, donde se
incubaron a 37 °C por 30 minutos. Las células se observaron en microscopio de
epifluorescencia Nikon® Eclipse Ti-E con objetivo de amplificacion 20X. Las células
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viables se identificaron por la fluorescencia verde emitida por la calceina y las células
muertas por la fluorescencia roja emitida por el etidio enlazado al DNA. Al menos se
adquirieron tres campos campos aleatorios por pocillo de cultivo (se ensayaron por
experimento tres pocillos como replicados de cada concentracion usada), y se
contaron aproximadamente 500 células por campo. Se realizaron 6 experimentos en
total con cultivos diferentes. La viabilidad celular se expres6 como porcentaje de
células vivas respecto al control no tratado con ATX. En promedio la viabilidad del
control fue del 85%.

Determinacion de peréxido de hidrégeno mitocondrial.- Se utilizaron
cultivos de neuronas hipocampales sembradas en cubreobjetos de 25 mm que se
mantuvieron entre 14-16 DIV en cultivo. Luego, se evaluaron los niveles relativos de
H,O, mitocondrial en distintas condiciones experimentales, a través de microscopia
confocal. Para ello, las neuronas se transfectaron con 1 ug del plasmido HyPerMito
(Excitacion: 420 nm/Emision: 516 nm; cortesia del Dr. Rizzuto) (Belousov et al., 2006)
con lipofectamina 2000® segun las recomendaciones del fabricante, se utilizé una
proporcion de 1:2 en ug de ADN del plasmidio y de la lipofectamina. Al dia siguiente
de la transfeccion, las neuronas se sometieron a tratamientos con 0,1 pM ATX por 1,5
horas. Luego se lavaron 3 veces con medio extracelular Tyrode (129 mM NaCl, 5 mM
KCI, 25 mM Hepes acido libre, 30 mM glucosa, 2 mM CacCl,, ImM MgCl,) y se llevaron
al microscopio confocal, donde se registré la fluorescencia de HyPerMito por 200
segundos hasta lograr estabilizacion de la sefial basal. A continuacion, se registraron
los cambios en la intensidad de fluorescencia al agregar 0,5 uyM de ABOs. Las
imagenes se adquirieron cada 6 segundos en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM
Pascal 5 utilizando el objetivo de 63x de inmersion en aceite. Este aumento 6ptico
permite la visualizacion de un nimero reducido de neuronas por campo, pero otorga
una mayor resolucién para estudiar la generacion de H,O, en la mitocondria. Para
cada condicion, se delimitaron regiones de interés (ROIs) en 1 — 3 neuronas por
campo, con el fin de monitorear la produccion de H,O, a nivel mitocondrial. Los
experimentos se repitieron en triplicado utilizando tres cultivos distintos. La
modificacién en los niveles de H,O, se monitorearon a través de los cambios de
fluorescencia de HyPerMito y son presentados como la razén Fi/F,, donde F;
corresponde a la fluorescencia experimental y F, a la fluorescencia basal previa a la

estimulacién. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente.
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Determinacion de la translocacién nuclear de NFATc4-eGFP.- Se

utilizaron neuronas de cultivo primario hipocampal sembradas en placas de vidrio de
25 mm de diametro de 13-15 DIV. Estas fueron transfectadas con el plasmidio
codificante de la proteina de fusion entre la proteina fluorescente verde y NFATc4
(Ichida and Finkel, 2001), mediante el sistema de Lipofectamina 2000®, utilizandose
una razon entre DNA:Lipofectamina 2000® de 1:2. Los cultivos se mantuvieron en
medio Neurobasal® suplementado con B-27,y aproximadamente 24 horas después de
la transfeccion, las células se trataron de acuerdo a las respectivas condiciones
utilizadas en el experimento (ATX, vehiculo 1% DMSO en PBS y/o ABOs).
Transcurridos los tratamientos respectivos, las células fueron fijadas tratandolas con
solucién de paraformaldehido 4% por 10 minutos y lavadas suavemente 5 veces con
solucion de PBS. Luego, las células fijadas se incubaron con Hoescht por 5 minutos
para marcar los nucleos celulares y se montaron sobre portaobjetos en medio de
montaje DAKO®. Los portaobjetos montados se guardaron a 4°C para posterior
observacion. La localizacién intracelular de NFAT-eGFP se visualizé y las imagenes se
adquirieron en microscopio invertido confocal de escaneo laser Zeiss con lentes
objetivos 40x. Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el programa ImageJ
(NIH). La segmentacion de las diferentes ROl se realizo utilizando el siguiente
protocolo: las imégenes se estratificaron segun la intensidad de los canales
correspondientes a la sefal verde (GFP, Alexa fllor 488, etc.) y a la sefial azul
Hoechst (ndcleo), utilizando diferentes filtros para demarcar la extension de las células
a cuantificar. Para determinar la translocacién nuclear de NFATc4-eGFP,se calculd la
razon de la intensidad de la sefal nuclear/citoplasmatica. Para esto, se analizaron las
imagenes seleccionando una ROI tanto en la regién citoplasmatica como nuclear,
indicada por la marca nuclear Hoescht, ambas intensidades normalizadas por su
respectiva area y corregidas por el background, usando un ROI en un area sin células.

Los datos se expresaron en relacion al control sin estimular.

Extraccion de RNA y analisis por PCR en tiempo real.- Se determinaron
los niveles relativos del RNAmM de RyR2, en las células tratadas con 0,1 uM AT X por
1.5 horas o con el antioxidante NAC, a 10 mM por 30 minutos, y vehiculo 1% DMSO
en PBS o ABOs respectivamente. Se realizé la extraccion de RNA total utilizando un
protocolo modificado del reactivo Trizol®. Las células de las respectivas condiciones
se lisaron usando Trizol®, se agrego cloroformo para separar las fases. Las muestras
se centrifugaron y la fase acuosa se separo, para luego precipitar el DNA y RNA con
isopropanol durante 2 horas a -80°C. Luego, las muestras se centrifugaron 30 minutos
a 12.000 rpm, descartando el sobrenadante. Para eliminar las sales y otros posibles
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precipitados, las muestras se lavaron 5 veces agregando solucién de etanol 70% vy
centrifugando a 8500 rpm por 5 minutos, descartandose el sobrenadante. Tras los
lavados, el precipitado obtenido se disolvié en agua ultra pura libre de nucleasas. Para
eliminar el DNA contaminante y el remanente gendémico, las muestras se trataron con
el kit de la enzima DNAasa (Ambion DNA-free™). Luego, se determind la
concentracion de RNA en las muestras, midiéndose la absorbancia a 260 nm y la
pureza a traveés de la razén 260/280 (solo se utilizaron las muestras con razén mayor o
igual a 1,75). Luego 2 pg del RNA obtenido se trataron para obtener el DNA
complementario (cDNA) mediante el kit ImProm-lI™ Reverse Transcriptase. Con el
cDNA obtenido se determinaron los niveles del RNAmM de RyR2, que se amplificaron
usando partidores previamente descritos en el laboratorio (RyR2: 5'-
AATCAAAGTGGCGGAA TTTCTTG-3 / 5-TCTCCCTCAGCCTTCTCCGGTTC-3'). Se
determinaron los niveles de expresion relativos de ambos genes normalizandolos
respecto a los niveles de expresion de B-actina (B-actina: 5-
TCTACAATGAGCTGCGTGTG-3' / 5-TACATGGC TGGGGTGTTGAA-3'). El gPCR se
realizo utilizando el kit Brilliant 11l Ultra FAST SYBR Green QPCR master mix, segun
protocolo estandar del fabricante, utilizando el equipo MX3000P presente en el
laboratorio. Cada muestra se analizé a lo menos en triplicado y se realizaron curvas de
disociacioén para verificar la pureza de los productos obtenidos y la especificidad de las

condiciones de PCR. Los resultados obtenidos fueron calculados con el método 2-*2¢T.

Analisis estadistico: Todos los resultados se expresaron como promedio +

desviacion estandar (SE). Las diferencias significativas se evaluaron mediante andlisis
de varianza (ANOVA) de una via o ANOVA de dos vias, seguido de un test Bonferroni

para comparacion de multiples condiciones.
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RESULTADOS

1.La ATX (=10 pM) no disminuye la viabilidad del cultivo primario de
células hipocampales.-

Con el fin de determinar el perfil de toxicidad de la ATX, antes de investigar los
posibles efectos protectores de la ATX contra los efectos tdxicos producidos por los
ABOs en células de cultivos primarios hipocampales, utilizamos el ensayo Live/Dead®.
para cuantificar la viabilidad de los cultivos primarios hipocampales de (13-15 DIV),
expuestos por 24 horas a diferentes concentraciones de AT X (desde 0,001 a 100 pM).
En la Fig. 2 (A-H), se muestran imagenes representativas de las células expuestas a
los diferentes tratamientos, en las que las células vivas se identifican por la emision de
fluorescencia verde asociada a la incorporacion de Calceina-AM en el citoplasma de
esas células, mientras que las muertas exhiben fluorescencia roja punteada,
caracteristica del etidio unido al DNA. Se muestran imagenes de los cultivos control,
tratados con vehiculo Figura 2A, y de cultivos tratados con la ATX en el rango de
concentraciones expuestas Figura 2 B-G. También se evalué el efecto de 250 uM de
H,O, como control positivo para inducir la muerte celular Figura 2 H. En el panel Figura
2 | se muestra el analisis cuantitativo de la viabilidad celular, expresada como
porcentaje respecto al cultivo control, de seis experimentos diferentes para cada
condicion. En esta condicion, las células presentaron una viabilidad promedio de 85%.
El tratamiento con concentraciones menores o iguales 10 uM de ATX, no disminuyé
significativamente la viabilidad. Sin embargo, el tratamiento con 100 pM indujo en
promedio un 20% de disminucion de la viabilidad, mostrando que a altas
concentraciones la ATX podria inducir algin grado de toxicidad. A modo de
comparacion, el tratamiento con 250 pM H,O, disminuyd la viabilidad en promedio un
40%.
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Figura 2. La ATX (10 pM) no altera la
viabilidad del cultivo primario de
células de hipocampo. Se ilustran
imagenes representativas de los cultivos
primarios hipocampales, de 13-15 DIV,
obtenidas tras realizar el ensayo de
viabilidad celular Live/Dead® (A-H) Las
células se incubaron durante 24 h en
presencia de vehiculo (A), o se trataron
con 0,001 uM (B), 0,01 uM (C), 0,1 uM
(D), 1 uM (E), 10 uM (F) y 100 uM (G) de
ATX respectivamente. En la imagen H,
las células se expusieron a 250 uM de
H,O,. Las células vivas se identificaron
por la fluorescencia verde asociada a la
calceina y las células muertas por la
fluorescencia roja asociada al etidio
enlazado al ADN. Barra de escala
blanca: 50 yum. En el grafico (I) se
muestra el analisis cuantitativo de la
viabilidad celular en 6 experimentos
distintos, incubados a las
concentraciones de ATX indicadas
(barras blancas) y en la barra gris
incubadas con H>O,. Los resultados se
expresan como porcentajes relativos a la
viabilidad del cultivo tratado con vehiculo
(Control). Los valores corresponden al
promedio £+ SE de seis experimentos
independientes (cada condicién por
triplicado), con diferentes cultivos
neuronales. Los cultivos control
mostraron 85% de la viabilidad celular en
promedio. Las diferencias
estadisticamente significativas entre las
condiciones experimentales se evaluaron
por ANOVA de una via seguido del test
Bonferroni para comparaciéon (*p <0,05 y
***p <0,0001 en comparacion con el

control).
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2.-La ATX previene el aumento en la produccion de H,0O, mitocondrial
inducida por los ABOs.

Como se evidencio en la introduccion, el aumento en la generacion de ROS, tales
como H,0O,, o la disminucion de los sistemas antioxidantes celular, son procesos
fundamentales en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y otras
enfermedades neurodegenerativas. En este estudio, probamos si la ATX podria
prevenir la generacion de H,O, mitocondrial inducida por los ABOs. Para esto,
transfectamos las neuronas con el plasmidio que codifica para la proteina HyperMito,
un sensor de H,O, fluorescente con destinacion mitocondrial (Belousov et al., 2006;
Bilan and Belousov, 2015). 24 horas después de la transfeccion, las células
preincubadas o no con 0,1 uM ATX por 1,5 horas se trataron con 0,5 UM ABOs y se
adquirieron los niveles de fluorescencia durante 20 minutos en microscopio confocal.
En la Figura 3A se ilustran las imagenes representativas de neuronas transfectadas y
tratadas con vehiculo, que no mostraron cambios en la fluorescencia, como se ilustra
al comparar las iméagenes obtenidas antes de la adicion del vehiculo (250 segundos) y
las obtenidas al final del registro (1250 segundos). Las neuronas hipocampales
transfectadas respondieron al tratamiento con ABOs, induciendo un aumento
significativo en la fluorescencia de HyperMito, como se ilustra en la Figura 3B, al
comparar el registro obtenido antes de agregar ABOs (250 segundos) y después de la
adicion (1250 segundos). En contraste, las neuronas pre-incubadas con ATX Fig 3C o
pre-incubadas con la ATX y tratadas con ABOs Fig. 3D, no mostraron cambios
significativos en la fluorescencia de HyperMito, como se ilustra en las imagenes
adquiridas antes y después del tratamiento con ABOs o vehiculo, respectivamente. En
la figura 3E, se ilustran las lineas temporales del promedio de los cambios de
fluorescencia registrados en las neuronas transfectadas tratadas con ABOs o vehiculo
en presencia o ausencia de ATX. El trazo azul muestra el tratamiento con ABOs, que
indujo un incremento en la produccién mitocondrial de H,O, Las neuronas pre-
incubadas con ATX no mostraron cambios significativos con el tratamiento de ABOs
(trazo verde) o vehiculo (trazo rojo). En la figura 3F se ilustran en el grafico de barras
los valores relativos de fluorescencia (Frina/Fo) obtenidos en el final del registro de las
diferentes condiciones. Estos muestran que el tratamiento con ABOs indujo un
aumento significativo de la produccion de H,O, mitocondrial, lo cual se previene con la

pre-incubacién con AT X.
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Figura 3. La ATX (0,1 pM) impide la generacion de H,O, mitocondrial inducida por los
ABOs. En las imagenes (A-D) se ilustran en pseudo color las neuronas que expresan la
proteina HyperMito. La intensidad de fluorescencia emitida por HyperMito se ilustra en la
escala de pseudo-color como rojo para la mayor intensidad, mientras que los niveles de menor
intensidad se expresan por el color azul-negro. Barra de escala: 10 um. En la imagen de la
izquierda se muestran las fotos adquiridas antes de agregar ABOs (0,5 uM imagenes A y D) o
vehiculo (250 segundos de iniciado, imagenes B y C), y a la derecha se muestra 1000
segundos después de agregar ABOs (0,5 uM) o vehiculo (1250 segundos de iniciado). El
grafico (E) muestra las lineas temporales de la emisién de fluorescencia de HyperMito,
adquiridas en el soma neuronal después de la adicidon del vehiculo (simbolos negros) o 0,5 uM
ABOs, en ausencia (simbolos azules) o presencia (simbolos verdes) de 0,1 M ATX pre-
incubada durante 1,5 horas (simbolos rojos, pre-incubado con ATX y adicion de vehiculo). Los
cambios en la fluorescencia (media + SE) se expresan como (F/Fg), donde Fy corresponde a la
fluorescencia basal registrada en el soma antes de la adicién de ABOs. El gréfico ilustra los
valores promedio de 2 ROI adquiridas en el soma neuronal de cuatro experimentos diferentes,
cada condicién por duplicado (n = 4). El gréfico (F) muestra la valores de F/Fg obtenidas al final
del experimento (tiempo de 1250 s) de cada condicién.Las barras representan la media + SE.
Las diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones experimentales se
evaluaron por ANOVA de una via seguido del test Bonferroni de comparacion (** p <0,001 en

comparacion con el control; #p <0,05 en comparacién con la condicion indicada).
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3.La ATX previene latranslocacion nuclear de NFATc4-eGFP inducida por
los ABOs.

Un requisito esencial para los procesos de plasticidad singptica que subyacen el
aprendizaje y la memoria es el incremento en la concentracién de Ca* libre, ya que
este desempefia un papel central en la transcripciéon génica dependiente de Ca®*. No
es de extrafiar entonces, que desde temprano en la enfermedad de Alzheimer existan
defectos en el manejo y sefalizacion dependiente de Ca®*, que forman parte de la
patogénesis de la enfermedad. Uno de estos es la activacion de la fosfatasa
dependiente de Ca’*, calcineurina (CaN), quien promueve la activacion rio abajo del
factor transcripcional NFAT. Ambos participan en las vias de sefializacion de Ca**
desencadenadas por actividad sinaptica, regulando el desarrollo dendritico y axonal.
La isoforma NFATc4, en particular, es activada por sefiales de Ca** prolongadas, y
estudios in vivo, in vitro, y con tejidos postmortem de la EA, han observado la
activacion de NFATc4 en el desarrollo de la enfermedad. La activacion de NFATc4 por
el péptido AB induce importantes cambios morfolégicos en las neuronas, causando
distrofia neuritica, pérdida de la ramificacion dendritica y disminucion de la densidad
de espinas dendriticas. De hecho, estos cambios pudieron ser prevenidos y revertidos
por estrategias que impidan la activacion de la via CaN/NFAT.

Por esto investigamos si la preincubacion con ATX podria prevenir la activacion
de NFATc4 por los ABOs. Para esto, determinamos la translocacion nuclear de la
proteina de fusion NFATc4-eGFP, en neuronas transfectadas en cultivo primario de
células hipocampales, 24 horas después de la transfeccion, las células se pre-
incubaron con 0,1 uM ATX por 1,5 horas y tratadas con ABOs o vehiculo por 6 horas.
Como se ilustra en la Fig. 4A las neuronas control mostraron principalmente
localizacion citoplasmatica de NFATc4, revelado por lo fluorescencia verde del GFP.
En las neuronas tratadas 6 horas con ABOs, se observd una mayor localizacion
nuclear de la proteina NFATc4-eGFP, Fig. 4B. La pre-incubacién con la ATX no alter6
la distribucion citoplasmatica de NFATc4-eGFP, tanto en las células tratadas con
vehiculo Fig. 4C o en las tratadas con los ABOs por 6 horas Fig. 4D. En la figura Fig.
4E, se muestra el promedio del resultado de la cuantificacion de 4 experimentos,
revelando que la incubacion con ABOs por 6 horas increment6 en aproximadamente 3
veces la intensidad de fluorescencia nucleo/citoplasma relativa a las neuronas control.

Este incremento no se observo en las neuronas pre-incubadas con la AT X.
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Figura 4. La ATX previene la
translocacion nuclear de
NFATc4-eGFP inducida por
los ABOs. Se transfectaron
cultivos primarios de neuronas
hipocampales (13-15 DIV) con
el plasmidio codificante de la
proteina NFATc4 fusionada a
GFP, 24 horas antes de realizar
los experimentos. Los Paneles
A-D muestran imagenes
representativas de la
distribucién  intracelular  de
NFATc4-GFP (fluorescencia
verde) y de la tinciéon nuclear
con Hoechst (fluorescencia
azul). En (A) se trataron con
vehiculo, en (B) se trataron por
6 horas con 0,5 pM ABOs, en
(C) se pre-incubaron con 0,1
MM ATX durante 1,5 h antes de
la adicion de ABOs y en (D)
incubadas con ATX 0,1 uM por
7,5 h. Barra de escala: 10 pym.
El Panel E muestra la
cuantificacion de cuatro
experimentos diferentes
expresados como el promedio

+ SE que representan la razén

de la intensidad de fluorescencia nuclear/citoplasmica, relativa a las células control tratadas

con vehiculo (15-25 neuronas se analizaron por condicion). Las diferencias estadisticamente

significativas entre las condiciones experimentales se evaluaron por ANOVA de una via

seguido del test Bonferroni de comparacién (** p <0,001 en comparacién con el control; #p

<0,05 en comparacion con las condiciones indicadas).

4.-La ATX previene ladisminucion de la expresion del RNAmM de RyR2

inducida por los ABOs.

En resultados previos del laboratorio mostramos que la neurotrofina BDNF regula

positivamente la expresion del receptor de ryanodina, en cultivo primario de células
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hipocampales, mientras que los ABOs disminuyen la expresién de RyR2 (Adasme et
al., 2011; Paula-Lima et al., 2011).

En concordancia con estos resultados, en la Figura 5 se muestra los resultados de
los experimentos de gPCR, que revelan que la incubacién por 6 horas con 0,5 uM
ABOs disminuye significativamente los niveles del RNAM de RyR2, mientras que en
las células pre-incubadas con 0,1 uM ATX, Fig 5A o con 10 mM NAC, Fig. 5B, no
modificaron los niveles del mensajero previniendo el efecto de los ABOs sobre la

expresion de RyR2.

Estos resultados pueden sugerir una relacion entre la generacion de ROS
mitocondrial y los efectos en la expresion génica ejemplificados en la expresion del
RNAmM de RyR2.
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Figura 5. La ATX previene la disminucion del RNAm de RyR2 inducida por los ABOs.
En el grafico A, las células de cultivos primarios de hipocampo, s e pre-incubaron con ATX 0,1
MM durante 1,5 horas, antes de la adicion de ABOs 0,5 uM durante 6 horas. Luego se
determinaron los niveles del RNAm de RyR2, mediante qRT-PCR, el nivel de mensajeros se
normalizé respecto de los niveles de RNAmM de R-actina y se expresaron como veces relativas
al control (vehiculo).De manera anédloga en el gréafico B, las células de cultivos primarios de
neuronas de hipocampo y se pre-incubaron con NAC 10 mM durante 30 minutos, antes de la
adicion de ABOs 0,5 uM durante 6 horas. Luego se determinaron los niveles del RNAm de
RyR2 de igual manera que en el grafico A. Los valores representados en las barras muestran
la media + SE de seis diferentes experimentos. Las diferencias estadisticamente significativas
entre las condiciones experimentales se evaluaron por ANOVA de una via seguido del test
Bonferroni de comparacién para multiples variables (** p <0,001 en comparaciéon con el

control; #p <0,05 en comparacién con las condiciones indicadas).
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Conclusiones
En resumen los resultados presentados nos permiten concluir:

% La ATX a concentraciones <10 pM no alter6 significativamente la
viabilidad del cultivo primario de células hipocampales (Fig 2). Ademas en
concordancia con resultados previos del laboratorio, que utilizaron otros
antioxidantes, la pre-incubacion con ATX (0,1 uM) previene la produccién de
H,O, mitocondrial inducido por ABOs en cultivo primario de células

hipocampales (Fig 3).

+« La pre-incubaciéon de ATX (0,1 uM) previno la translocacion al nucleo del
factor transcripcional NFATc4 inducida por ABOs en cultivo primario de células
hipocampales. Lo que sugiere que la activacion de la via CaN/NFAT (Fig. 4),
depende ya sea directa o indirectamente del estrés oxidativo inducido por los
ABOs.

% Por ultimo la preincubacién con ATX (0,1 uM) previno la disminucion de la
expresion de la isoforma 2 del receptor de ryanodina 2 (RyR2) inducida por
ABOs en cultivo primario de células hipocampales( Fig. 5). Aunque, cabe
destacar que con estos resultados no es posible establecer unarelacion directa
de la expresion del RNAm de RyR2, con la inhibicién de la translocacion del
factor transcripcional NFATc4.

Discusion.

A la fecha, todos los esfuerzos para desarrollar terapias efectivas basadas en
alguna de las vias especificas relacionadas a la EA, pese a los primeros resultados
positivos en etapas preclinicas, no han sido efectivas en ensayos clinicos. Para
explicar esta desconexion se postula que la inefectividad en el tratamiento para los
pacientes con EA de las nuevas estrategias actualmente ensayadas, podria deberse a
gue se aplica muy tarde, cuando ya ha sucedido una significativa pérdida neuronal en
el cerebro (Sperling et al., 2011). Para estas etapas, las estrategias que mantendrian
el potencial de tratar a los pacientes con la EA, son Unicamente las terapias de
reemplazo celular. Estas estan relacionadas al uso de células madre embrionarias o
células neuronales derivadas de células madre pluripotenciales inducidas, técnicas
gue aun estan en desarrollo y para las cuales los avances que se puedan lograr en la
clinica primero deberan pasar varias etapas de seguridad y eficacia (Tong et al.,

2015), por lo tanto, es necesario seguir en la blUsqueda de alternativas con

34



compuestos clasicos, enfocandose en demostrar que puedan modular la patogénesis

de la enfermedad.

En este trabajo, estudiamos las propiedades protectoras de la ATX contra los
efectos dafiinos de los ABOs en cultivo primario de células hipocampales. La ATX es
clasificada como un antioxidante perteneciente a la familia de los carotenoides, entre

sus principales propiedades se cuentan la funcionar como un™atrapador" de radicales
y especies oxidantes. Pese a que es relativamente segura, en el proceso de
atrapamiento de radicales la ATX puede ser transformada en una sustancia pro-
oxidante, formando el radical carotenil por la pérdida de un hidrogeno. Ademas, a
concentraciones altas puede alterar los sistemas de sefializacion redox normales de la
célula, ambos procesos requieren estudiar con cuidado sus posibles aplicaciones y
pueden explicar la toxicidad observada a altas concentraciones (100 uM usada en el
trabajo) y algunas observaciones de efectos tdxicos, realizadas en otros estudios que
probaron los beneficios de antioxidantes lipofilicos similares en principio a la ATX
(Miller 1l et al., 2005).

Ademas del papel de los ROS y estrés oxidativo en la enfermedad de Alzheimer,
también esta se destaca por un incremento sostenido en los niveles de Ca*
intracelular. En trabajos previos del laboratorio se ha probado con el antioxidante NAC,
un precursor del principal sistema antioxidante enddgeno glutatién, en células de
cultivo primario incubadas con NAC 10 mM, se previno completamente el aumento en
la generacion de sefiales de Ca**dependientes de RyR y la fragmentacion mitocondrial
inducida por el tratamiento con ABOs (Paula-Lima et al., 2011; SanMartin et al., 2012).
La administracion de NAC en el agua dada a ratones transgénicos de la enfermedad
de Alzheimer (APP/PS1), previno la oxidacién y nitrosilacion de proteinas en el cerebro
(Huang et al., 2010). Estos resultados enfatizan la participaciéon de ROS en la
mantencién de las sefiales de Ca* inducidas por los ABOs. Por otra parte, el
tratamiento con quelantes de Ca®* como BAPTA-AM, previene el aumento en la
generacion de ROS (De Felice et al., 2007), complementando la interrelacion mutua
entre las ROS vy las sefiales de Ca*. En este contexto el RyR se destaca como un
importante mediador, ya que su actividad y expresion son reguladas por vias
dependientes de ROS y Ca*", debido a la presencia de residuos de cisteinas que
pueden ser reversiblemente modificadas dependiendo del estado redox celular. La
oxidacion de éstas cisteinas aumenta la actividad de RyR inducida por Ca** (Marengo
et al., 1998). En el presente trabajo, mostramos que la AT X, previene el aumento en la
produccion de H,O, mitocondrial inducido por los ABOs. También demostramos, que
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tanto la ATX, como el antioxidante general NAC previenen la disminucién en los
niveles de RNAmM de RyR2 inducida por los ABOs. Por lo tanto, es probable que la ATX
y otros antioxidantes modulen y/o prevenga el estrés oxidativo desencadenado por los
ABOs y que afectan la liberacion de Ca** mediada por RyR, impidiendo la activacion
de vias dependientes de Ca’*‘que inducen la muerte o dafio neuronal. Uno de los
dafios mas importantes son los defectos en la funcién mitocondrial, caracteristicos en
el desarrollo de los procesos de neurodegeneracion y envejecimiento. El dafio de las
mitocondria puede desencadenar dos eventos dafiinos y a la vez: la mayor produccién
de radicales libres y fallas metabdlicas que disminuyen la principal fuente de energia
celular, procesos que forman parte importante de la patogénesis en la EA (Mattson et
al., 2008; Zhang et al., 2016).

Las fallas en la regulacion de la transcripcién dependiente de Ca®*desempefian un
rol critico en la plasticidad sinaptica y los defectos en el establecimiento de la
memoria. Los ABOs inducen la activacion de la calcineurina y su substrato el factor
transcripcional NFAT. La activacion de esta via, incluso en la ausencia del péptido AB,
induce los mismos cambios estructurales: pérdida de espinas, distrofia neuritica y
pérdida de la arborizacion dendritica (Wu et al., 2010). La calcineurina es activada
reversiblemente por la unién a Ca®*/CaM. Sin embargo, varios estudios muestran que
la calcineurina también es sensible al estado redox celular, mostrando que la oxidacion
de esta inhibe fuertemente su actividad fosfatasa (Klann and Thiels, 1999). En el
desarrollo de los procesos de neurodegeneracion, prevalece la activacion de la
calcineurina, debido al aumento sostenido en los niveles de Ca* intracelular presente
en estas enfermedades, o mediada por la generacién de formas proteolizadas de la
calcineurina que presentan mayor actividad, generadas por la actividad de caspasas o
proteasas dependientes de Ca®, como los son las calpainas implicadas en el
desarrollo de las enfermedades cardiacas o neurodegenerativas (Liu et al., 2005;
Mukherjee and Soto, 2011). En el presente trabajo logramos mostrar que la ATX
puede regular positivamente este proceso, ya que la pre incubacion con esta, previno
la activaciéon de esta via inducida por los ABOs, evitando la activacion aberrante de

esta sefalizacion celular.
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En resumen, en este trabajo demostramos que la ATX 0,1 uM puede prevenir la
translocacién nuclear de NFATc4 inducida por los ABOs, sugiriendo que la via
CaN/NFAT, depende ya sea directa o indirectamente del estrés oxidativo inducido por
los ABOs. Ademas, mostramos que la ATX puede prevenir la disminucion de los
niveles del RNAm de RyR2, aunque con los resultados mostrados no es posible
establecer una relacion directa de esto con la inhibicién de la translocacion del factor
transcripcional NFATc4. Trabajos previos del laboratorio muestran que los niveles de
expresion de RyR2 desempefian un rol importante en los procesos de plasticidad
sinéptica hipocampal, y su disminucién mediada por los ABOs contribuye a sus efectos
neurotéxicos. La AT X por sus propiedades antioxidantes, al menos en este modelo in
vitro, puede prevenir los efectos dafiinos de los ABOs en la expresion génica, los
cuales son mediados, al menos en parte, por la via CaN/NFAT. En la Figura 6 se
muestra un esquema que ilustra el mecanismo propuesto para los efectos de la ATX y

la modulacién que producen en la sefalizacion desencadenada por los ABOs.
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Figura 6. Esquema que muestra el mecanismo propuesto para explicar los efectos
protectores de la ATX contra los efectos deletéreos de los ABOs. Los ABOs inducen la
generacion de sefiales anormales Ca”™ en neuronas. Estas sefales surgen de la entrada de
Ca”a través de los receptores NMDA en la membrana plasmatica. La entrada de Ca** desde
este canal es posteriormente amplificada a través de los RyR, co-estimulados por Ca2+y ROS
generados en respuesta a los ABOs (Paula-lima 2011). Ademas de la activacion y liberacién de
Cca’'mediada por RyR, otros resultados han mostrado que un antagonista especifico de RyR, la
ryanodina, bloquea el aumento de la entrada de Ca*"a la mitocondria. Estas sefiales anormales
de ca®' promueven la translocacién nuclear de NFATc4, que altera la expresién génica, la
morfologia de las neuronas y la densidad de espinas dendriticas. Por otra parte, la generacion
de ROS y RNS, controlan la excitabilidad y fuerza sinaptica, mediante la regulacion de la
funcién de diversos tipos de canales idnicos, incluyendo al RyR, que disminuye su actividad en
condiciones redox reductoras. La ATX y otros antioxidantes como el NAC, funcionan como
atrapadores de ROS, o aumentando las defensas antioxidantes, impedirian las sefales
anormales de Ca’‘mediadas por la liberacion de ca”desde RyR inducidas porlos ABOs. Estp
evitaria la translocacion nuclear de NFAT que se ha relacionado con varios de los cambios
perjudiciales en la expresion génica, la morfologia neuronal y la densidad de espinas

dendriticas, que son claves en la funcionalidad de los procesos de memoria y aprendizaje.
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Proyecciones.
El aumento de la expectativa de vida esta entre los mayores logros que la

humanidad ha conseguido, y se debe casi sin dudas al desarrollo de la ciencia y la
tecnologia aplicadas a mejorar la salud. Sin embargo, lamentablemente, este logro ha
traido consigo un costo adicional; el aumento en la prevalencia de varias
enfermedades asociadas al envejecimiento, tales como enfermedades cardiacas,
cancer y la EA (Niccoli and Partridge, 2012). Estos representan no solo un creciente
problema médico, sino que social, econémico y cultural, que debemos tratar con
urgencia para el devenir de las préximas décadas (Harper, 2014; Hurd et al., 2013;
Rae et al., 2010). El objetivo es lograr un envejecimiento saludable, basado en una
aproximacion integral, resultante de la interaccion multidimensional entre salud fisica,
salud mental, independencia de vida diaria, integracion social, soporte familiar e
independencia econémica. Lamentablemente, el envejecimiento se ha convertido en
un padecimiento, también en parte gracias a la medicina, que no se ha centrado en
mejorar la calidad de vida de esta etapa, sino mas bien en retrasar la muerte de estos
sujetos. La vision del envejecimiento saludable, que va mas alla de lo médico, debe
guedar integrada en la actual linea programética, y sumarse a los esfuerzos de la
medicina centrados en la cobertura diagnostica y terapéutica de enfermedades no
transmisibles que afectan al envejecido para que asi se logre recuperar los valores

perdidos de esta etapa de la vida.

Una de las maneras de abordar este problema, basados en las habilidades que se
puede aportar desde la academia y ciencia béasica, es continuar y aumentar la
investigacion de los mecanismos celulares y moleculares que desencadenan el
envejecimiento, que conllevaran al descubrimiento de blancos y terapias que retrasen,
prevengan y/o incluso reviertan los procesos dafiinos. En los dltimos afios este tema
ha congregado un gran interés de discusion e investigacion que han mostrado que las
intervenciones mas efectivas convergen en solo unos pocos procesos celulares, que
de traducirse en los estudios para la poblacién general muestran que un panorama
mas optimista para el futuro, en especial en intervenciones desde edades tempranas
(de Cabo et al., 2014), logrando esta vez no tan solo aumentar la longevidad, sino
también la expectativa de vida saludable (Bansal et al., 2015; Kaeberlein et al., 2015).
Para esto, el estudio de compuestos naturales (como la ATX) o sus derivados,
promete, como lo ha hecho en la historia humana, ofrecer alternativas de futura
proyeccién no solamente en la terapéutica, como también en la prevenciéon de
enfermedades asociadas al envejecimiento. Es necesario, en este sentido, seguir

investigando las propiedades de este tipo de compuestos en otros modelos.
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Increased reactive oxygen species (ROS) generation and the ensuing oxidative stress contribute to Alzheimer’s disease pathology.
We reported previously that amyloid-f peptide oligomers (ABOs) produce aberrant Ca*" signals at sublethal concentrations
and decrease the expression of type-2 ryanodine receptors (RyR2), which are crucial for hippocampal synaptic plasticity and
memory. Here, we investigated whether the antioxidant agent astaxanthin (ATX) protects neurons from ABOs-induced excessive
mitochondrial ROS generation, NFATc4 activation, and RyR2 mRNA downregulation. To determine mitochondrial H,0,
production or NFATc4 nuclear translocation, neurons were transfected with plasmids coding for HyperMito or NFATc4-eGFP,
respectively. Primary hippocampal cultures were incubated with 0.1 uM ATX for 1.5 h prior to ABOs addition (500 nM). We found
that incubation with ATX (<10 uM) for <24 h was nontoxic to neurons, evaluated by the live/dead assay. Preincubation with 0.1 uM
ATX also prevented the neuronal mitochondrial H,O, generation induced within minutes of ABOs addition. Longer exposures to
ABOs (6 h) promoted NFATc4-eGFP nuclear translocation and decreased RyR2 mRNA levels, evaluated by detection of the eGFP-
tagged fluorescent plasmid and qPCR, respectively. Preincubation with 0.1 yM ATX prevented both effects. These results indicate
that ATX protects neurons from the noxious effects of ASOs on mitochondrial ROS production, NFATc4 activation, and RyR2
gene expression downregulation.

1. Introduction reactive oxygen species (ROS) produced by ABOs represents
an important source of neuronal damage [5]. The consequent
redox imbalance generated by AfOs contributes to the
pathological cascade in AD and other neurodegenerative
diseases, in which oxidative stress is a common pathological
feature [6, 7].

Oxidative stress occurs concomitantly with the deregula-
tion of Ca** signaling and of downstream Ca**-dependent

pathways induced by ABOs [8, 9]; in particular, pathways

Accumulation and aggregation of the amyloid  peptide
(AP) cause neuronal damage and death and induce the
cognitive deficits that characterize Alzheimer’s disease (AD)
[1]. Soluble A oligomers (ABOs) are among the different
conformations of Af aggregates found in human AD brains;
these neurotoxins bind to neurons and induce synaptic loss,
microglia and astrocyte activation, and Tau hyperphospho-

rylation. Moreover, AfOs reproduce most AD pathological
hallmarks when injected into animal model brains [2, 3].
The cellular and molecular mechanisms by which ASOs
perturb normal neuronal function have been extensively
investigated [4]. In this regard, the excessive generation of

downstream of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors
play a key role in ABOs induced neurotoxicity [10-12].
Aberrant activation of NMDA receptors leads to abnormal
changes in gene expression that underlie ABOs-induced
morphological and functional defects [13, 14]. The abnormal



NMDA receptor-mediated Ca®" signaling induced by ABOs
activates the protein phosphatase calcineurin, leading to
downstream activation of the transcription factor NFAT [15],
which promotes spine loss [11].

Astaxanthin (ATX), a red-orange carotenoid that orig-
inates the pink or red color of salmon, trout, lobster,
shrimp, and other sea organisms, exhibits antioxidant, anti-
inflammatory, and antiapoptotic effects. Recently, ATX was
shown to protect neurons in experimental models of acute
injuries, chronic neurodegenerative disorders, and neurolog-
ical diseases and was proposed as a beneficial strategy to
treat neurological diseases [16]. Although other antioxidants,
such as resveratrol, have been shown to protect neurons from
injury in similar model systems [17], ATX presents many
advantages compared to other antioxidants displaying pro-
tective effects. Albeit ATX has a very similar structure to that
of other carotenoids such as lutein and zeaxanthin, and it has
some structural differences in the arrangement of its hydroxyl
groups that provide ATX with unique characteristics. Among
others properties, (i) ATX has much higher antioxidant
power than other members of the carotenoid family [18]; (ii)
it chelates several metal ions, preventing metal ion-induced
oxidative stress [19]; (iii) it has anti-inflammatory properties
[18]; (iv) it crosses the blood brain barrier, allowing free
access to the central nervous system [20]; (v) it acts as
damper of singlet oxygen levels [21]. The combination of these
properties makes ATX a very attractive candidate for use
against certain diseases of the central nervous system that
are caused by increases in ROS, such as superoxide anion,
hydroxyl radical, and hydrogen peroxide. Consequently, ATX
has been successfully used to decrease oxidative stress in
elderly patients [22] and to improve neuronal function after
brain ischemia [23].

Here we investigated the possible protective effects of
ATX against some of the well-known deleterious effects
of ABOs on primary hippocampal neurons. Our results
strongly suggest that ATX protects neurons from the noxious
effects which ABOs exert on mitochondrial ROS produc-
tion, NFATc4 activation, and downregulation of RyR2 gene
expression, suggesting that this natural antioxidant agent may
represent a future approach to treat AD.

2. Experimental Procedures

2.1. Materials. A3 peptide (Ap1-42) was purchased from
Bachem Inc. (Torrance, CA). ATX was extracted from Lith-
odes antarcticus (BIOTEX S.A., Santiago, Chile). Hexafluoro-
2-propanol (HFIP) was from Merck (Darmstadt, Germany)
and dimethyl sulfoxide (DMSO) from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). TRIzol reagent, B27 supplement, Neurobasal
medium, Dulbeccos modified essential medium (DMEM),
Lipofectamine 2000, and the DNA binding dye SYBR green
(Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG) were from
Invitrogen (Carlsbad, CA). The live/dead kit was from Molec-
ular Probes (Chicago, IL), the Ambion DNA-free™ Kit from
ThermoFisher Scientific (Chicago, IL), and the ImProm-II™
Reverse Transcriptase kit from Promega (Madison, WI). The
PEGFP-C1 NFAT3 (NFATc4) (plasmid #10961; full-length
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human NFATc4) was a gift from Dr. J. D. Molkentin (Cam-
bridge, MA) [24]. The HyperMito plasmid was from Evrogen
(Moscow, Russia). The amplification system (MX3000P) was
from Stratagene (La Jolla, CA).

2.2. Preparation of ABOs. Af3,_4, peptide, prepared as a dried
hexafluoro-2-propanol (HFIP) film as described previously
[9], was stored at —80°C for up to 4 months. Prior to
use, this peptide film was dissolved in sufficient sterile
DMSO to make a 5mM stock solution. To prepare ASOs
as previously described [25, 26], the 5 mM peptide solution
was subsequently diluted to 100 uM with cold phosphate
buffered saline (PBS), aged overnight at 4°C and centrifuged
at 14,000 xg for 10 min at 4°C to remove insoluble aggregates
(protofibrils and fibrils). The supernatant containing soluble
ABOs was transferred to clean tubes and stored at 4°C. Only
fresh ABO preparations (2 days-old maximum) were used in
all experiments.

2.3. Primary Hippocampal Cultures. Cultures were prepared
from eighteen-day-old embryos obtained from pregnant
Sprague-Dawley rats as previously described [25-29]. Briefly,
brains were removed and placed in a dish containing
HANKS-glucose solution. Hippocampi were dissected and,
after stripping away the meningeal membranes, cells were
gently dissociated in HANKS-glucose solution, centrifuged,
and resuspended in DMEM medium supplemented with 10%
horse serum. Dissociated hippocampal cells were plated on
polylysine-coated plates and after | h DMEM was replaced by
Neurobasal medium supplemented with B-27. Cultures were
incubated for 15-21 days in vitro (DIV) at 37°C in a humidified
5% CO, atmosphere prior to experimental manipulations.
The resulting cultures were highly enriched in neuronal cells,
identified with neuronal anti-MAP-2, with a glial content
<24% [25]. The Ethics Committee of the Faculty of Medicine,
Universidad de Chile, approved the bioethical protocol of this
study. All procedures were performed in accordance with the
Guideline for the Care and Use of Laboratory Animals from
the National Institutes of Health, USA. Animals were housed
under a 12h light/dark cycle in a temperature-controlled
room at 24 + 1°C with free access to food and water. Animals
were euthanized under deep anesthesia to avoid animal
suffering at each stage of the experiment.

2.4. Cell Viability Assay. To evaluate the effect of ATX on
the cell viability of cultured hippocampal neurons maintained
in vitro for 14 days (14 DIV), cultures were treated for 24 h
with different ATX concentrations (1nM, 10 nM, 100 nM,
1uM, 10 uM, and 100 uM) and cell viability was evaluated by
the live/dead kit following the manufacturer’s instructions as
previously described [29]. Briefly, after removal of the culture,
medium cells were gently washed three times with warm PBS-
glucose and incubated at room temperature for 30 min in
the presence of 2 uM calcein AM ester and 1uM ethidium
homodimer in PBS-glucose. Live neurons were identified by
green calcein fluorescence and dead neurons were identified
by the red fluorescence of DNA-bound ethidium. Cells were
examined and counted on a Nikon® Eclipse Ti-Eat at 20x
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magnification. At least three random fields were imaged per
culture well (three replicate wells were used per experimental
condition in each experiment) and about 500 cells were
counted in each well. Six independent experiments were
performed with different neuronal cultures. Cell viability
was expressed as percentage relative to the untreated control
cultures, which exhibited 85% cell viability on average.

2.5. Determination of Mitochondrial Hydrogen Peroxide Gen-
eration. Cultures grown in 25mm glass plates were tran-
siently transfected with the HyperMito plasmid at 11-14 DIV,
using a proportion of 1:2 DNA: Lipofectamine 2000°.
HyperMito is a fusion protein of the permuted circular yellow
fluorescent protein (YFP) and the regulatory domain of the
transcription factor OxyR, which contains two cysteines that
oxidize in response to H,O, generation and form a disulfide
bridge producing a conformational change that causes an
increase in YFP fluorescence [30]. One-day after transfection,
cultures incubated in Neurobasal medium supplemented
with B-27 were treated for 1.5h with 0.1uM ATX, rinsed
three times with modified Tyrode solution plus 0.1 uM ATX,
and maintained in this solution during the experiment. At
the microscope stage, cultures were stimulated with 500 nM
ABOsand fluorescence signals from neuronal cells (identified
as such by morphology) were recorded every 6s in a Carl
Zeiss LSM Pascal 5 confocal microscope system using 63x
Oil DIC objective, excitation 488 nm, and argon laser beam.
Changes in mitochondrial H,O, levels are presented as F/F,
values, where F corresponds to the experimental fluorescence
and F,, corresponds to the basal fluorescence.

2.6. Nuclear Translocation of NFATc4-eGFP. Cultures grown
in 25 mm glass plates were transiently transfected with a plas-
mid of a fusion protein encoding a green fluorescent protein
(GFP) and NFATc4 [24] at 13-15DIV using a proportion
of 1:2 DNA : Lipofectamine 2000®. Cultures maintained in
Neurobasal medium (supplemented with B-27) were treated
one day after transfection for 1.5 h with 0.1 yM ATX, previous
to the addition of 500 nM ASOs for 6 h. Neurons were then
fixed with 4% paraformaldehyde, washed three times with
PBS, and incubated with Hoechst for 5 minutes for nuclear
staining. Covers were mounted in DAKO mounting medium
for microscope observation. The subcellular localization of
NFATc4-eGFP was visualized in cells using a Carl Zeiss LSM
Pascal 5 laser scanning confocal with the 40x objective lens.
Data were analyzed using the ImageJ software (NIH). To
calculate the NFATc4 ratio of nucleus versus cytoplasm, the
fluorescence intensity of nuclear NFATc4 was divided by
the intensity of cytoplasmic NFATc4. Nuclear translocation
of NFATc4 was determined by EGFP fluorescence intensity
values from a region of interest (ROI) in the nucleus, as
indicated by the overlap of EFGP staining with Hoechst
nuclear staining. Background fluorescence was corrected by
using a ROI devoid of cells and values were normalized to
their respective areas.

2.7. RNA Isolation and PCR Analysis. To determine RyR2
mRNA levels, neurons were treated for 1.5 h with 0.1 uM ATX

prior to incubation with 500 nM ABOs for 6h. To extract
RNA cells were lysed as described in previous work [25].
Total RNA was isolated using TRIzol reagent. To remove
any contaminating genomic DNA, a DNAase digestion step
with Ambion DNA-free™ Kit was included. RNA purity
was assessed by the 260/280 absorbance ratio and RNA
integrity by gel electrophoresis. cDNA was synthesized from
total RNA (2 pg) using the ImProm-II™ Reverse Transcrip-
tase kit. Twenty-five ng of cDNA was used in 20 yL final
volume for PCR amplification (Applied Biosystem Thermal
Cycler). Amplification was performed using the primers and
conditions detailed previously [25]. Real-time quantitative
PCR (qPCR) was performed in an amplification system
(MX3000P) using the DNA binding dye SYBR green (Bril-
liant IIT SYBER-GREEN Master Mix). Levels of RyR mRNA
were calculated by the relative 2724€t method [31] and nor-
malized with respect to levels of 3-actin mRNA. Dissociation
curves were analyzed to verify purity of products. All samples
were run in triplicate.

2.8. Statistics. Results are expressed as mean + SEM. The
significance of differences was evaluated using Student’s ¢-
test for paired data and with one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test for multiple determinations.

3. Results

Previous studies showed that ATX, by attenuating oxida-
tive damage, lipid peroxidation, and inhibiting the mito-
chondrial-related apoptotic pathway, protects hippocampal
neurons against epilepsy-induced cellular loss [32]. Addi-
tionally, ATX prevents inflammation injury and improves
cognition in diabetic mice [33]. To investigate the possible
neuroprotective role of ATX against the toxic effects pro-
duced by ASOs, we treated primary hippocampal cultures
with sublethal concentrations of ABOs (500nM) in the
presence or absence of ATX.

We first determined cell viability of primary hippocampal
cultures (14 DIV) exposed for 24 h to different concentrations
of ATX (ranging from 0.001 to 100 uM). Figures 1(a)-1(h)
show representative live/dead images of control cultures (a),
of cultures treated with different ATX concentrations ((b)-
(g)) or with 250 uM H, O, (h) to induce cell death. Live cells
display calcein green fluorescence while dead cells exhibit
punctuated ethidium red fluorescence. Figure 1(i) shows the
quantitative analysis of cell viability expressed as percentages
of control, determined in six independent experiments per-
formed in six neuronal cultures. Control neurons presented
atleast 85% cell survival. Treatment with ATX concentrations
<10 uM did not decrease cell viability when compared to
control cultures, while treatment with 100 uM ATX induced
20% cell death. For comparison, treatment with 250 uM
H, O, elicited 40% neuronal death.

Considerable evidence points to brain oxidative stress
as an important event in the early stages of AD [5]. In
particular, enhanced generation of ROS, such as H,0, and
hydroxyl radicals, has been proposed as a key molecular
mechanism underlying the pathogenesis of AD [34]. Since
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FIGURE 1: Lack of toxicity of ATX (<10 uM) to primary hippocampal cultures. Representative live/dead fluorescence images ((a)-(h)) of
neuronal hippocampal cultures (13-15DIV) incubated for 24 h in the presence of vehicle (a) or treated with 0.001uM (b), 0.01uM (c),
0.1uM (d), 1uM (e), 10 uM (f), and 100 uM (g) ATX. In (h), 250 uM H,0, was used to induce cell death. Live and dead neurons were
identified by green calcein and red DNA-bound ethidium fluorescence, respectively. Scale bar: 50 um. (i) shows quantitative analysis of cell
survival incubated with different concentrations of ATX (white bars) and under H,O, stimulation (hatched bar). Results are expressed as
percentages relative to the viability of the control, untreated cultures. Values correspond to mean + SE of six independent experiments (n = 6,
corresponding to cultures from 6 different animals; in all experiments, each condition was tested at least in triplicate), with different neuronal
cultures. Control cultures exhibited 85% of cell viability on average. Statistically significant differences among experimental conditions were
evaluated by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test (P < 0.05 and *** P < 0.0001 compared to control).

ABOs induce neuronal ROS production [9], including mito-
chondrial ROS production [35], we tested whether ATX
prevents mitochondrial H,O, generation induced by AfOs.
To this purpose, we transfected neurons with a plasmid
that codes for the HyperMito protein, a H,0, fluorescent
sensor with mitochondrial destination; 24 h after transfection

we added ABOs (500nM) to the cultures and recorded
fluorescence levels for 20 minutes. The representative images
illustrated in Figure 2 show that control neurons (Figure 2(a))
did not display significant fluorescence changes when com-
paring the image taken before vehicle addition (250 s), with
the final image collected at the end of the record (1250s).
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FIGURE 2: ATX prevents mitochondrial H,O, generation induced by ABOs. Hippocampal neurons (13-15DIV) were transfected with
HyperMito, 24 h before the experimental maneuvers. ((a)-(d)) show representative pseudocolor images of hippocampal neurons expressing
the HyperMito protein, collected before (250, left images) or 1000 s after (1250 s, right images) the addition of vehicle ((a) and (d)) or of
500nM ABOs ((b) and (c)). Higher fluorescence intensity levels are expressed by the red color in a pseudocolor scale, while lower intensity
levels are expressed by blue color. Scale bar: 10 um. (e) shows representative time courses of HyperMito fluorescence, recorded in neuronal
soma after the addition of vehicle (black symbols) or 500 nM ABOs in the absence (blue symbols) or presence (green symbols) of 0.1 M
ATX preincubated for 1.5h, which alone did not induce changes in HyperMito fluorescence (red symbols). Fluorescence changes (mean +
SE) are expressed as (F/F,), where F; corresponds to the basal fluorescence recorded in the soma before AfOs addition. The graph illustrates
average values from 2 ROIs registered at the soma of neurons recorded in the visual field (n = 4). Values correspond to four different
experiments performed in four cultures from four different animals; each condition was tested in duplicate. (f) shows the values of F/F,
obtained at the end of the experiment (time 1250 s) to each condition and bars represent mean + SE. Statistically significant differences among
experimental conditions were evaluated by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test (**p < 0.001 compared to
control; “p < 0.05 compared to indicated conditions).



Hippocampal neurons responded to ASOs with a signif-
icant increase in probe fluorescence, as illustrated by the
representative images (Figure 2(b)), recorded before (250 s)
and 1000 s after ABOs addition (1250 s). In contrast, neurons
preincubated for 1.5 h with 0.1 yM ATX and then treated with
500nM ABOs (Figure 1(c)) or preincubated with ATX and
vehicle (Figure 1(d)) did not exhibit significant fluorescence
changes when comparing the images taken at the final and
the initial time point, recorded before vehicle or ASOs
addition. The time courses of average fluorescence changes
recorded in neurons stimulated with 500 nM A 30s or vehicle
in the presence or absence of ATX, shown in Figure 2(e),
indicate that ABOs addition to control neurons promoted
mitochondrial H,O, production within minutes (blue trace).
Neurons preincubated for 1.5h with ATX (0.1uM) did not
exhibit changes in fluorescence following addition of 500 nM
ABOs (green trace) or of saline (red trace). The relative
fluorescence (Fj,,i/F,) values of neurons maintained in
different conditions, plotted in Figure 2(f), show that 500 nM
ABOs induced a significant increase in mitochondrial H,O,
content, which was prevented by preincubation with 0.1 uM
ATX.

A requisite step for the sustained synaptic plasticity
processes underlying learning and memory is an elevation in
intracellular-free Ca®* concentration, which plays a central
role in Ca**-dependent gene transcription [36-38]. Indeed,
defective Ca** signaling is believed to underlie AD neuronal
pathology [39]. The activation of calcineurin, which promotes
the downstream stimulation of the transcriptional factor
NFAT that is engaged in dendritic and axonal develop-
ment, synaptogenesis, and neuronal survival [40], plays a
prominent role among activity-dependent Ca'-signaling
pathways. In particular, the isoform NFATc4 is activated by
prolonged Ca®" signals [41]. Moreover, activation of NFATc4
has been demonstrated in vitro and in vivo in AD [42]. Of
importance, NFATc4 activation by A3 invokes morphological
changes such as neuritic dystrophy and loss of dendritic
branching and spines, effects that are prevented and reverted
by inhibitors of the calcineurin/NFAT pathway [42, 43].
Also postmortem studies showed that, in the hippocampus
of patients, activation of NFATc4 correlates with cogni-
tive deficits [44, 45]. To investigate whether preincubation
with ATX prevents the activation of NFATc4 by ABOs, we
determined its translocation to the nucleus in hippocampal
neurons transfected with plasmid codifying for the fusion
protein of NFATc4 with GFP. We preincubated neurons 24 h
after transfection with 0.1yM ATX for 1.5h and exposed
them to ABOs (500 nM) for an additional 6 h period. As
illustrated in Figure 3(a), control neurons displayed GFP
fluorescence mainly in the cytoplasm, indicating that in this
condition NFATc4 was inactive. Incubation with ABOs for
6 h induced nuclear translocation of NFATc4/GFP, indicating
that ABOs induce NFATc4 activation (Figure 3(b)). Previous
incubation with ATX did not change the cytoplasmic dis-
tribution of NFATc4 in neurons incubated with ABOs for
6h (Figure 3(c)) or in control neurons (Figure 3(d)). The
average results from four experiments (Figure 3(e)) show that
incubation of neurons with ABOs for 6h increased 3-fold
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the nuclear/cytoplasmic ratio; this increase did not occur in
neurons pretreated with ATX.

We have previously shown that brain derived neu-
rotrophic factor (BDNF) positively regulates the expres-
sion of intracellular RyR2 Ca®" channels in hippocampal
cultures [46], whereas ASOs downregulate RyR2 expres-
sion during synaptotoxicity [25]. In agreement with our
previous results, incubation for 6h with ASOs (500 nM)
significantly decreased RyR2 mRNA levels to approximately
54% (Figure 4(a)). Preincubation with ATX (0.10 uM) did
not modify RyR2 mRNA levels but resulted in complete
prevention of the reduction of RyR2 mRNA levels promoted
by ABOs (Figure 4(a)). These results suggest a possible link
between mitochondrial ROS generation and RyR2 expres-
sion. In addition, we found that the general antioxidant
agent N-acetyl-L-cysteine (NAC), which is a cellular pre-
cursor of glutathione, also protects primary hippocampal
neurons from the RyR2 mRNA decrease induced by ASOs
(Figure 4(b)). Although the results presented in Figure 4 may
be interpreted as an indication that RyR2 protein content was
better preserved by treatment with ATX compared to NAC,
these effects were not significantly different (not shown).

4, Discussion

Alzheimer’s disease is the most common form of dementia
worldwide. Among the most important risk factors for
the development of AD are human conditions that have
been associated with oxidative stress and chronic inflamma-
tion, which include aging, cardiovascular diseases, diabetes,
hypertension, brain trauma, and high alcohol consumption
[47, 48]. On the other hand, there are factors considered
protective, as regular exercise and the consumption of diets
rich in antioxidants [48, 49]. In the search for therapeutic
strategies that could prevent AD, several attempts have been
made to slow the disease progression with antioxidant agents
[50]. Briefly, several studies carried out in in vitro and in
vivo models of AD have shown some positive results of
antioxidants. The main mechanisms proposed to explain
these effects are (1) mimicking endogenous catalytic enzymes
(mainly superoxide dismutases (SOD), catalases (CAT)) [51]
and metabolic precursors of endogenous antioxidants system
(Glutathione) [52]; (2) acting like ROS scavenger; and (3)
causing SIRT activation [53]. Although antioxidants have
been widely studied as an alternative strategy to prevent or
treat AD, direct evidence is still required to support their use
in the treatment of patients suffering from AD [54, 55].

Antioxidant agents are distinct chemical entities with
structures that command their different modes of action;
this structural diversity imparts each antioxidant agent with
a unique biochemical profile, which is reflected in different
sites of action and biological activities. ATX is classified
as a lipophilic antioxidant of the carotenoid family, and its
main protective mechanisms rely on its capacity to act as a
singlet oxygen quencher and free radical scavenger. However,
after scavenging reactive-free radicals, ATX is transformed
into a carotenyl radical by hydrogen abstraction; this process
can lead to a switch from a beneficial antioxidant agent



Neural Plasticity

Control

()

ABOs

(b)

ATX + ABOs

NFATc4-eGFP

#
ATX
. |
* %
g
=34
E
SO
(SRl
Bl
g 52+
5 2
= ?é —
1
> 3
2 = -
ST —_
=1+ et EEEEE ---F-----1 -] —1—-1-
(=4
0 T T T T
Control ABOs ATX + ABOs ATX

(d)

(e)

FIGURE 3: ATX prevents AfOs-induced NFATc4 activation. Hippocampal neurons (13-15DIV) were transfected with EGFP-NFATc4 24 h
before the experiments. ((a)-(d)) show representative images of intracellular distribution of EGFP-NFATc4 (green fluorescence) and of
nuclear staining with Hoechst (blue fluorescence) in hippocampal neurons. (a) Neurons treated with vehicle, (b) stimulated with 500 nM
ABOs for 6 h, (c) preincubated with 0.1 uM ATX for 1.5h before ABOs addition, or (d) incubated with ATX for 7.5h. Scale bar: 10 ym. (e)
shows the quantification of four different experiments (n = 4) in cultures from four different animals; each condition was tested in duplicate
(in total, 15-25 cells were analyzed per condition). The results are expressed as the mean ratio of nuclear/cytoplasmic fluorescence intensity +
SE, relative to control cells. Statistically significant differences among experimental conditions were evaluated by one-way ANOVA followed
by Bonferroni’s multiple comparison test (** P < 0.001 compared to control; *p < 0.05 compared to indicated conditions).

to a damaging prooxidative one, which could explain ATX
toxicity when used at higher concentrations (100 uM) [56].
Here, we studied the protective properties of ATX against the
noxious effects of ASOs on primary hippocampal cultures
and compared some of its effects with the protective actions
of NAC. We also compared the effects of NAC because this
is a classical and very widely studied antioxidant. Although
NAC also acts as a ROS scavenger, its principal action stems
from its role as a precursor of cysteine, the rate-limiting factor
in the de novo synthesis of glutathione (GSH). In this sense,
contrary to ATX, NAC is an indirect antioxidant, which,
as a precursor of the antioxidant GSH, has a safer toxicity
profile, allowing the use of higher concentrations [57]. Both
antioxidant agents have been studied in the context of central
nervous system disorders [16, 58], but evidence related to
NAC is more abundant.

We have previously shown that incubation of hippocam-
pal neurons in vitro with NAC, a glutathione precursor
molecule with antioxidant properties, completely prevents
the aberrant increase in intracellular Ca** levels and the
mitochondrial fragmentation induced AfOs [25, 52]. In
previous work from our laboratory, we have also shown
that reducing agents suppress RyR activation by Ca®** in
cortical neurons [59]. Also the administration of NAC
through drinking water to a transgenic mouse model of
AD (mouse APP/PS-1) suppressed the protein oxidation
and nitrosylation in the brains of mice aged 9 and 12
months [60]. The above results are consistent with the idea
that NAC modulates the activity of RyR by avoiding the
aberrant intracellular ROS increase and hence the enhanced
Ca®" release produced by ROS-modified RyR, induced by
ABOs.
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experimental conditions were evaluated by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test (**P < 0.001 compared to

control; “p < 0.05 compared to indicated conditions).

Astaxanthin is a natural carotenoid product that is used
in nutritional supplements, which can be extracted from
Lithodes antarcticus. ATX has been shown to quench singlet
oxygen and to scavenge free radicals [61]; ATX antioxidant
properties reside in its polar ionic rings and nonpolar
conjugated carbon-carbon bonds and are 10-fold greater than
those of other carotenoids [62]. In addition to the ROS
scavenging properties attributed to ATX, several studies have
shown that ATX, alone or in combination with omega-3 fatty
acids, protects cells by inducing antioxidant activity via the
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) Nrf2/heme
oxygenase-1 (HO-1) signaling pathway [63-65]. Several stud-
ies have implicated Nrf2 in the induction of HO-1, which
is the enzyme that catalyzes the first and rate-limiting step
of heme metabolism [66, 67]. HO-1 activity protects tissue
during inflammatory stress in various conditions through
the degradation of prooxidant heme and the production of
carbon monoxide (CO) and bilirubin, both of which have
anti-inflammatory and antiapoptotic properties, especially
in ROS-dependent perturbations associated with metabolic
syndrome [67].

In this work, we tested the possible neuroprotective
effects of ATX on some of the noxious effects induced by
ABOs on primary hippocampal cultures. We found that
ATX prevented the mitochondrial generation of H,O,, the
nuclear translocation of NFATC4, and the decrease of RyR2
mRNA levels induced by ABOs. These protective effects may
result from the reduction of intracellular ROS promoted by
ATX. Although ROS have important roles in cell signaling
and normal neuronal function, excessive ROS generation,
such as that produced by AfOs, has deleterious effects on
neuronal function, which include the significant damage
to DNA, RNA, proteins, and polyunsaturated fatty acids
in lipids caused by irreversible oxidation. Normally, cells

defend themselves against ROS damage through intracellular
and extracellular defenses, in particular through enzymes
such as SOD, CAT, lactoperoxidases, and glutathione per-
oxidases. ATX supplementation not only lowers ROS levels
but also leads to an important functional recovery of the
antioxidant network [68], including SOD, which catalyzes the
dismutation of superoxide anion to O, and H,0,, and CAT,
which protects cells from oxidative damage by catalyzing the
decomposition of H,O, to water and O,.

Recent clinical studies showed that ATX promotes signif-
icant reductions in cardiovascular risk markers of oxidative
stress and inflammation [69]; ATX also has considerable
potential for both the prevention and treatment of various
chronic inflammatory disorders, such as cancer, asthma,
rheumatoid arthritis, metabolic syndrome, diabetes, and
diabetic nephropathy, as well as gastrointestinal, hepatic, and
neurodegenerative diseases [56]. In rats, ATX supplementa-
tion in the diet for four weeks markedly decreases the level of
malondialdehyde (MDA), nitric oxide, and advanced protein
oxidation products in the cortex, striatum, hypothalamus,
hippocampus, and cerebellum [68]. Also ATX increases the
activity of CAT and SOD enzymes as well as the level of
glutathione in the brain [68]. Additionally, ATX exhibits pro-
tective effects against the neurotoxicity induced by Abeta, s ;5
peptide aggregates in PCI2 and neuroblastoma (SH-SY5Y)
cells [70, 71]. These results are in agreement with the main
conclusions presented in this work.

Besides the role of ROS and oxidative stress in AD,
there are many studies linking this disease with a sus-
tained increase in intracellular Ca** levels [39, 72, 73]. We
have previously reported that ASOs addition to primary
hippocampal neurons causes an increase in Ca** entry to
the cytoplasm via NMDA receptors, which promotes RyR-
mediated Ca** release [25]. We also showed that previous
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or by increasing antioxidant defenses, would prevent abnormal ABOs induced RyR-mediated Ca**-induced Ca** release and thus would

prevent the harmful effects of enhanced NFAT nuclear translocation.
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incubation of primary neurons with NAC prevents the
emergence of sustained Ca®" signals induced by ABOs [52].
These findings emphasize the participation of ROS in the
maintenance of the Ca** signals induced by ABOs. On the
other hand, intracellular Ca** chelators such as BAPTA-AM
prevent the ROS generation induced by AfOs, indicating
that there is a crosstalk between the ROS and Ca®" signals
induced by ABOs [9]. In this context, the RyR channel
appears as an important actor since its activity and expression
are regulated by this crosstalk [74]; thus, RyR channels act
as coincident detectors of Ca** and ROS due to the presence
of cysteine residues that are reversible modified by oxidants,
enhancing RyR activation by Ca®* [75]. We showed that incu-
bation of primary hippocampal neurons with ABOs causes
an important downregulation of RyR2 mRNA and protein
contents and proposed that these reductions are crucial to the
synaptotoxicity induced by ABOs [25]. Of note, postmortem
samples of patients who died with AD display significantly
reduced RyR2 expression at early stages of the disease [76].
Dysregulation of Ca®'-dependent gene transcription
plays a critical role in synaptic plasticity and memory defects
[77]. ABOs induce calcineurin activation, which leads in turn
to activation of its canonical target, the transcriptional factor
NFAT. The damage observed in the cortex and hippocampus
of postmortem AD patients during the progression of the
disease, correlates with activation of the calcineurin/NFAT
pathway in both glial and neuronal cells [44, 45]. Activation
of this pathway, even in the absence of Af, is sufficient
to produce a virtual phenocopy of Af-induced dystrophic
neurites, dendritic simplification, and dendritic spine loss in
both neurons in culture and in adult mouse brain [42]. Thus,
ABOs appear to mediate the neurodegeneration of AD, at
least in part, through calcineurin activation and subsequent
stimulation of NFAT-mediated downstream cascades.
Calcineurin is susceptible to significant (up to 15 times)
and reversible activation by Ca**/CaM. This activation is
favored during chronic elevations of Ca®" in the cytoplasm
resulting from ER stress caused by exposure to misfolded
proteins [78]. However, calcineurin activity is also redox-
sensitive, so that oxidation of calcineurin strongly inhibits its
phosphatase activity. Some possible mechanisms to explain
this apparent paradox, that is, increased activity in conditions
of increased ROS generation, have been discussed in studies
from other groups [78, 79]. Cleaved forms of the enzyme,
which were found in AD brains [79], are constitutively active.
Here, we demonstrated for the first time that ATX
inhibits the nuclear translocation of NFAT induced by A3Os,
suggesting that the calcineurin/NFAT pathway responds to
the increased neuronal oxidative tonus induced by AfOs.
Additionally, we show that ATX inhibits the downregulation
of RyR2 mRNA levels promoted by ASOs. These results sug-
gest that excessive ROS decrease RyR2 expression, although
it is not known if the calcineurin/NFAT pathway mediates
this decrease. Previous work indicates that the RyR2 protein
plays an important role in hippocampal synaptic plasticity
processes [77], so its downregulation by ASOs may also con-
tribute to their synaptotoxic effects. We previously showed
that incubation of primary hippocampal neurons with ASOs
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for a period of 6h prevents the rapid spine remodeling
prompted by caffeine-induced RyR-mediated Ca** release or
by BDNE, which also requires RyR-mediated Ca*" signals;
these results suggest that the RyR2 decrease induced by AOs
produces a significant reduction of RyR2-mediated Ca*"
signals in response to BDNE, leading to defective synaptic
remodeling [25]. Thus, decreased RyR2 protein expression
may contribute to impair synaptic plasticity in AD (Figure 5).

The present results indicate that ATX, via its antioxidant
properties, may prevent important deleterious effects of
ABOs on gene expression, which might be controlled at least
in part by the calcineurin/NFAT pathway. Taken together,
our results demonstrate the potential of ATX to prevent
synaptotoxic effects of ABOs in an in vitro model of AD.
Given the neuroprotective effects of ATX against different
neurological disorders, the results presented here support
the idea that daily consumption of ATX may be a beneficial
strategy in human health management of AD and possibly of
other neurological disorders as well.
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