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3. RESUMEN

Esta tesis esta orientada a estudiar como precursores de NGF y éxido nitrico
(NO) por astrositos reactivos afectan el proceso de degeneracion neurenal, y la
dependencia de dicho fenémeno de la funcién del receptor p7SNTR en modelos
biolégices de la enfermedad de Alzheimer. Los astrocitos proveen soporte trofico y
estructural a las neuronas y participan en la neurotransmision. En respuesta al dafio,
aumentan en la expresion de GFAP, mediadores inflamatorios y factores neuroiréficos.
En la enfermedad de Alzheimer (EA) se acumula AP en las placas seniles, las cuales
estan rodeadas de astrocitos y microglia reactivos y neuronas dafiadas. NGF tiene un
papel central en el soporte tréfico de neuronas a través de la sefializacion por el receptor
TrkA. Sin embargo NGF, y particularmente su precursor proNGF, aumentan en
condiciones patologicas como la EA acompafiadas de astrocitosis. El proNGF es un
agonista del receptor de baja afinidad de neurotrofinas, p75NTR, el cual induce
apoptosis. Nuestros resultados indican que AP induce gliosis en astrocitos de
hipocampo, aumentando la expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS) en sus
isoformas neuronal e inducible. Ademas, estas células liberan al medio una mayor
cantidad de NO y NGF, mayormente en forma de su precursor proNGF. Este cambio en

el ambiente celular influye marcadamente sobre las neuronas de hipocampo. Asi,
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encontramos que los astrocitos estimulados con el péptido inducen toxicidad neuronal a
través de la hiperfosforilacién de la proteina de unién a microtibulos tau y del
incremento de la expresion de isoformas de NOS neuronales (iNOS y nNOS). Ademas,
hemos visto el aumento de la expresion del receptor p75NTR y muerte en neuronas
hipocampales en cocultivo por apoptosis. Los mismos resultados fueron obtenidos con el
medio de cultivo extraido de astrocitos reactivos por el péptido y con el agregado
ex6geno de NGF y NO a cultivos de neuronas. Estos eventos celulares son dependientes
de la presencia de NGF, p75 y NO, ya que ¢l uso de anticuerpos bloqueadores de la
actividad de NGF y p75NTR, asi como inhibidores de la sintesis de NO revierten parcial
o totalmente el efecto. Finalmente, los hallazgos obtenidos en cultivo celular se

correlacionaron con el aumento de la expresion de NGF obtenida en el ratén transgénico

Tg2576, con el mutante Swedish humano que sobre-expresa la proteina APP.




4. ABSTRACT

Astrocytes are structural and trophic support for neuronal cells, and participate in
neurotransmission. As damage reponse, they increase GFAP expression, inflammatory
mediators and neurotrophic factors. In Alzheimer Disease (AD) AB accumulates in
senile placs, which are surrounded by reactive glia and damaged neurons. NGF has a
main role in neuronal trophic support through TrkA receptor signaling. However NGF,
and particularly its precursor proNGF, increase in pathological conditions as AD.
proNGF is an agonist of the neurotrophin low affinity receptor p7SNTR, which induces
apoptosis. Our own results show that AB peptide induce gliosis in hippocampal
astrocytes, increasing NOS expression in its iNOS and nNOS isoforms. Moreover, this
cells release grate quantities of NO and NGF to the culture media, predominantly in
proNGF form. This change in the cellular environment markedly affected hippocampal
neurons. We found that reactive astrocytes induce neuronal tc;xicity by
hiperphosphorilation of a microtubule associated protein, tau and the increase in
neuronal iNOS and nNOS levels. We have also seen an increase in the expression of
p75NTR and delayed death of hippocampal neurons in co-culture by apoptosis. Same
results were obtained with culture media extracted from reactive astrocytes and with

exogenous NGF and NO over hippocampal neurons. These cellular events were
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dependent of the presence of NGF, p75 and NO, because blocking antibodies to NGF
and p75NTR, and NO synthesis inhibitor were capable of reversing the effect. Finally
findings in cellular culture were correlated with rising NGF expression in Tg2576,

transgenic mouse with human Swedish mutation that overexpress APP protein.
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5. INTRODUCCION

5.1 LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mds comin de demencia en
personas mayores de 65 afios (Maccioni y col., 2001b). La EA es un problema
psicosocial de gran relevancia y es una de las enfermedades mds costosas en las
sociedades modernas, constituyendo un grave problema de salud publica por su
impacto negativo en la economia de los paises. Es por ello que se ha impulsado de
manera notable el desarrollo de la investigacion cientifica que permita explicar su
etiopatogénesis. Uno de los principales factores de riesgo es la edad de los
pacientes, y en este contexto la esperanza de vida, atn en paises en vias de
desarrollo, ha incrementado considerablemente en las ultimas décadas, logro de
bajo mérito de no preservarse la calidad de la misma. Ademds de la edad,
numerosos factores de riesgo han sido descritos para explicar la etiologia de la EA,
incluyendo los efectos inflamatorios del péptido beta amiloide, superproduccién de
citoquinas secretadas por la glia, 6xido nitrico (NO), etc. Sin embargo ninguno por

si solo es capaz de dar cuenta del proceso neurodegenerativo en su totalidad.




La EA estd caracterizada por una serie de anomalias cerebrales que afectan de
forma selectiva a regiones especificas, entre ellas la neocorteza, el drea entorrinal, el
hipocampo, nucleo amigdalino, nicleo basal, tdlamo anterior y varios nucleos
monoaminérgicos del tronco encefdlico. En particular, dentro del hipocampo las
células mas afectadas son neuronas piramidales de las regiones CAl y CA3. Asi
mismo, las principales vias colinérgicas hacia el hipocampo, las neuronas
colinérgicas del niicleo basal, nicleo septal interno y la banda diagonal de Broca, se
encuentran destruidas. Estas lesiones tienen profundas consecuencias clinicas. Las
anomalias en corteza entorrinal e hipocampo (primeras zonas en presentar
degeneracion) son factores decisivos para la pérdida de memoria en EA (Whitehouse
y col., 1982; Kilt y col., 1984). Otras manifestaciones tempranas son afasia, agnosia,

apraxia y alteraciones conductuales en general.

5.1.1. Agregados proteicos extra e intracelulares en EA

Numerosos trastornos neurodegenerativos involucran procesos de agregacion
de proteinas, tal como ocurre en las enfermedades de Huntington (Deckel., 2001;
Sayre y col., 2001), esclerosis lateral amiotroéfica 6 ELA (Estévez y col., 1999),
Parkinson (Goedert, 2001), demencia frontotemporal y EA (Smith y col., 2000;
Maccioni y col., 2001 a, b). Histopatologicamente la EA se caracteriza por presentar
formaciones de agreados proteicos tanto a nivel intra como extraneuronal,
alteraciones conocidas como ovillos neurofibrilares (ONF) y placas seniles (PS)

respectivamente (Figura A).
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FIGURA A. PATOLOGIA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:
placas seniles extracelulares (izquierda) y ovillos neurofibrilares intracelulares

(derecha).

Las PS estan compuestas principalmente de fibras de péptido B-amiloide (AB)
(Dickson, 1997; Cummings y col., 1998), que se originan por la agregacion anomala
de un péptido derivado de la proteolisis de la proteina precursora de amiloide (APP),
la cual es una glicoproteina de la membrana plasmatica de practicamente todas las
células de un organismo y, particularmente, de las neuronas (Georgopoulou y col.,
2001). Amiloide es el nombre histologico que reciben los péptidos fibrilares en
conformacion de hoja beta (B) plegada que forman agregados doblemente
refractarios cuando se tifien con rojo Congo (6 tioflavina) y se observan con luz

polarizada para fluorescencia. La proteina APP estd codificada por un gen del brazo




largo del cromosoma 21 en humanos, y existen tres isoformas principales de 695,
751 y 770 aminoécidos, todos las cuales contienen la secuencia del AB. El APP se
sintetiza en reticulo endopldsmico rugoso, es glicosilada en el aparato de GolgL y
destinada a la membrana celular como proteina integral de membrana. Las funciones
de APP neuronal se desconocen, pero se sabe que algunas moléculas son
proteolizadas dentro de la secuencia del A preveniendo la formacién del péptido. El
péptido AP se produce por rupturas secuenciales del APP, en las que participan
enzimas proteoliticas como o, y y-secretasas. La ruptura del APP por la B y v-
secretasa genera dos fragmentos del péptido AB, uno de 40 residuos de aminoacidos
que es mas soluble y no se agrega, formando solo un deposito inmaduro o difuso, y
otro de 42 6 43 amino4cidos que se agraga més y constituye propiamente las placas
seniles. Por otra parte, la a-secretasa rompe al APP en un sitio que no genera
fragmentos insolubles (Coughlan y col, 2000). Los eventos que promueven la
activacién de una u otra secretasa se desconocen, aunque recientemente se ha

propuesto el papel de una proteina, la presenilina 1, como reguladora de este proceso

(Yuy col, 2001).

La agregaciéon del péptido AP puede aumentar los niveles de moléculas
oxidantes asi como la concentracion de aminoacidos que participan como
neurotransmisores excitadores como el glutamato y promover asi la muerte neuronal

(Arias y col., 1995; Maccioni y col., 2001).

La presencia de niveles elevados de PS por si sola parece ser insuficiente para
producir neurodegeneracion y posteriormente la EA; sin embargo, otros factores

relacionados con el proceso de envejecimiento (como el incremento de moléculas




oxidantes) puede estar disminuyendo la resistencia de las neuronas al dafio
provocado por €l AP (Funato y col, 1998). Probablemente eventos previos al
deposito del AP en agregados insolubles, esto es formas tempranas oligoméricas,

sean responsables del dafio crénico neuronal y sindptico (Walsh y col., 2002).

En los casos familiares de EA, los cuales se inician a edad mas temprana en
los individuos afectados (40 afios), se han caracterizado mutaciones en los genes de
las proteinas denominadas presenilinas 1 y 2. Estas proteinas se encuentran
distribuidas en todo el sistema nervioso y se localizan en el reticulo endoplédsmico
liso. Las presenilinas pueden aumentar la concentracion del AR al regular el
metabolismo del APP, ademas de alterar la concentracion intracelular de iones como

el calcio y activar programas de muerte celular (Mattson y Guo, 1997).

La agregacién del AB puede también estar modulada por la presencia de la
apolipoproteina E4 (apoE4) involucrada en el metabolismo del colesterol, la cual es
considerada como un factor de riesgo. Ademads, aumenta la severidad de la EA

(Holtzman y col., 2000).

Tanto los péptidos de AB como formas truncadas del mismo estan presentes
en el fluido cerebroespinal y en las placas. Sin embargo, en el cerebro de individuos
con EA o sindrome de Down los depositos, asi como el péptido en forma soluble, se
hallan aumentados. Actualmente existe una controversia en relacion a la contribucién
de las PS a la pérdida de funci6n neuronal, ya que la correlacién entre ¢l nimero de
placas y el grado de impedimento cognitivo es baja, y tampoco existe un paralelismo
entre la presencia de las mismas y las regiones mas afectadas (Berg y col., 1998;

McKee y col., 1991; Dickson y col., 1995; Cummings y col., 1996). No se descarta




que la generacién de fibrillas de AP es determinante del proceso neurodegenerativo,
pero nuevos estudios sefialan los niveles del péptido en su forma soluble como
criterio de severidad (Tabaton y col., 1994; Wang y col., 1999; Lue y col., 1999;
McLean y cols., 1999). Los niveles del péptido AB en pacientes con EA muestran
gran variabilidad, probablemente debido a la diversidad de técnicas utilizadas para su
estudio. Asi, mediciones de sub-especies del péptido AP (soluble o insoluble;
monémero, dimero u oligémero; protofibrillas y fibrillas) presentes en pacientes con
EA realizadas por ensayos de ELIS4 muestran concentraciones de 0.4 + 3 pg/g (Kuo
y cols., 1996); 81.1 = 198.9 pg/g (Hyman, 1993); 20.6 + 11 ng/g (McLean y col,,
1999); 25.7 + 2.8 pg/g (Kuo y col., 1998); un estudio que diferencia entre los niveles
de AP soluble e insoluble en corteza entorrinal muestra concentraciones de 117 =
18.1 pg/gy 15.5 = 5.9 pg/g respectivamente para AR 1-42 (Lue y cols., 1999). Por
técnicas de Dot Blot se han documentado concentraciones de 260 + 220 ug/g

(Delacourte y col., 1998).

Los ONF son alteraciones filamentosas a nivel del citoesqueleto celular que
contienen filamentos helicoidales pareados (FHP). Estas inclusiones, presentes en
cuerpo celular, axones, dendritas y terminales axOnicos, estdn formadas
principalmente de una proteina perteneciente a la familia de proteinas asociadas a
microtibulos (MAPS) denominada fau que se encuentra hiperfosforilada (Maccioni y
col., 2001b). Ademas, se ha sugerido que en EA podrian ocurrir otros cambios sobre
tau como la ubiquitinacién (Yang y col., 1998), unién a proteoglicanos (Su y col.,
1994) y glicacién (Gonzélez y col.,, 1998), los cuales también contribuirian a la

formacién de ONF. Los ONF se evidencian tempranamente en la corteza entorrinal,




la cual proyecta hacia el hipocampo, y en estadios tardios se extiende por todas las
zonas afectadas. El citoesqueleto celular, compuesto de microtibulos (MT),
filamentos intermedios y actina, es una estructura esencial para el mantenimiento de
la estructura celular asi como del trafico intracelular de proteinas y organelos,
incluyendo el transporte a lo largo de axones. Asi, los desarreglos en el citoesqueleto
impiden el transporte normal a lo largo del axén comprometiendo la funcién
sindptica y, eventualmente, la viabilidad neuronal. La proteina tau es una de las
proteinas estabilizadoras de MT. En humanos se encuentra casi exclusivamente en
neuronas y posee seis isoformas derivadas de un mismo gen, presente en el brazo
largo del cromosoma 17. Las seis isoformas varian entre los 45 y 65 kDa, se
expresan diferencialmente durante el desarrollo y pueden encontrarse distribuidas en
diferentes subpoblaciones neuronales (Kosik y col., 1989). La region N-terminal, o
dominio de proyecci6n, es variable y se “proyecta” desde los MT una vez unida a
ellos interactuando con otros elementos del citoesqueleto como filamentos de actina
o espectrina (Cross y col., 1993; Farias y col., 2002), o con la membrana plasmatica
(Brandt y col., 1995). La regiéon C-terminal, de union a MT, presenta tres 6 cuatro
dominios de 18 aminoacidos altamente comservados, separados por regiones de
alrededor de 13 aminoécidos (Maccioni y col., 1989). Esta region de tau participa en
el ensamblaje y estabilizacion de MT (Mandelkow y col., 1995), y ademas se ha
demostrado asociacién con otras proteinas. La proteina tau sufre una serie de
modificaciones post-tradicionales, dentro de las cuales la fosforilacion juega un rol
particularmente importante. La isoforma mayor de tau, tau 42, presenta 79 serinas o
treoninas que actian como potenciales sitios de fosforilacién. Debido a ello, la

actividad combinada de diferentes proteinas con actividad quinasa y fosfatasa




modulan finamente un estado estructural de tau que en suma define su nivel de
actividad. Es interesante destacar que una proteina como tau es crucial para definir la
polaridad de las neuronas y los procesos de transporte, generacién de conos de
crecimiento axonal, etc. Por lo tanto requiere ser regulada por mecanismos muy finos
para cumplir de manera controlada su funcion. Asi, cambios en esta regulacién
pueden modificar su capacidad de unirse a MT, y contribuir a generar condiciones
patolégicas como las observadas el la neurodegeneracion del tipo Alzheimer. En la
fosforilacién de tau se ha involucrado a las enzimas MARK quinasa, gsk 3,
sistemas de MAP quinasa y la proteina quinasa dependiente de ciclinas, cdkS. Esta
Gltima es ubicua en el organismo y se ha detectado su actividad s6lo en neuronas
post-mitéticas, debido a la presencia de sus activadores p35 y p39 (Kesavapany y
col., 2003). La cdk5 est4 ligada directamente, entre otros fenomenos, a procesos de
diferenciacion y desarrollo neuronal (Homayouni y Curran, 2000), y a migracion
neuronal (Ohshima y col., 1996). Ademas, se ha demostrado ser clave en mediar la
neurodegeneracion inducida por AR (Alvarez y col., 1999, 2001). En el caso de la
hiperfosforilacién de tau, el sistema cdk5/p35 fosforila los residuos Ser 202, Thr 205,
Ser 235 y Ser 404, los cuales son independientes de la actividad de otras quinasas.

(Mandelkow y col., 1995).

La EA esta caracterizada por la pérdida de habilidades intelectuales debido al
dafio selectivo de circuitos neuronales especificos en la neocorteza, hipocampo y
cerebro basal anterior. Por lo tanto, un punto critico en el estudio de los mecanismos
patogénicos de la EA es la vulnerabilidad regional selectiva observada en esta

enfermedad. Las placas seniles, asi como las formas solubles del A, se encuentran

normalmente distribuidas en todo el cerebro, y son por tanto accesibles a todos los




tipos de neuronas. Recientemente, Kim y col. (2003) presentaron evidencias que
sugieren que la toxicidad inducida por el péptido AB en forma de oligdmero soluble
puede ser el reponsable de la neurodegeneracion regioespecifica selectiva en la

etiologia de la EA.
5.2. LOS ASTROCITOS

La neuroglia es el tipo celular predominante en el sistema nervioso central
(SNC). Entre los diferentes tipos celulares, los astrocitos representan entre el 20% y
50% del volumen total de la mayoria de las 4reas cerebrales (Peters y col., 1991).
Tipicamente los astrocitos se clasifican en dos grupos en base a su morfologia,
localizacién en el SNC, propiedades antigénicas y origen embrionario. Los astrocitos
protoplasmdticos (tipo 1) se ubican principalmente en la sustancia gris del SNC y
presentan numerosos procesos cortos y altamente ramificados con extensiones
membranosas y de forma irregular. En el tejido nervioso normal, la gran mayoria de
los astrocitos protoplasmaticos no presentan la proteina glial acidica fibrilar (GFAP:
glial fibrillary acidic protein) una proteina del citoesqueleto de la clase filamentos
intermedios tipo II de aproximadamente 9 nm de didmetro. Los astrocitos fibrosos
(tipo 2) se encuentran principalmente en la sustancia blanca pero también pueden
observarse en la sustancia gris periventricular. Estos se caracterizan por poseer largas
prolongaciones delgadas y cilindricas, GFAP-positivas (Peters y col., 1991). Estos
dos tipos astrocitarios se desarrollan a partir de diferentes células precursoras GFAP-
negativas. El precursor tipo 1 es capaz de diferenciarse sélo a astrocito tipo 1,

mientras que el precursor tipo 2 es bipotencial, siendo capaz de diferenciarse a

astrocito tipo 2 o a oligodendrocito; por esta razén a sido denominado progenitor O-
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2A (del inglés, oligodendrocyte-type-2-astrocyte) (Raff y col, 1983).

Los astrocitos, como las células mesenquimales en los tejidos periféricos,
proveen soporte fisico a las neuronas vecinas, a las meninges y a la vasculatura.
Proporcionan de nutrientes metabolicamente optimizados a lz;s neuronas; mantienen
el balance i6nico en el espacio extracelular, removiendo agua y amino4cidos que
actian sobre receptores con propiedades exitatorias (Tsacopoulos y Magistretti,
1996). También cumplen importantes funciones reguladoras: inducen uniones
fntimas con las células endoteliales y forman parte integral de la barrera
hematoencefalica (BHE) (Pekny y col., 1998), participan en la respuesta inflamatoria
del SNC mediando la activacién de la microglia y monocitos provenientes de la
circulacién (Schmidtmayer y col., 1994) y proveen de numerosos factores troficos a
las neuronas y oligodendrocitos adyacentes, particularmente luego de una lesién

(Eddleston y Mucke, 1993; Ridet y col., 1997).
La tabla 1 resume varias funcidnes de los astrocitos en el sistema nervioso.
5.2.1. Activaci6n astrocitaria en respuesta al daiio tisular y neurodegeneracion.

En respuesta al dafio tisular (traumatico, isquémico o inflamatorio), los
astrocitos y la microglia responden con cambios fenotipicos caracteristicos
(astrocitosis o gliosis). Los astrocitos adoptan un “fenotipo reactivo™ caracterizado
por una hipertrofia del nucleo y del soma celular, proliferacion aumentada y
elaboracion de procesos celulares caracteristicos con un incremento en el contenido
de GFAP. Ademas, los astrocitos reactivos expresan una amplia gama de proteinas,

como proteinas del citoesqueleto, de superficie o de matriz, proteasas, y varios

factores de crecimiento y citoquinas (Eddleston y Muke, 1993; Ridet y col., 1997).




Tabla 1
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Funciones

Referencias

Orientaciéon de la migracién neuronal durante el desarrollo
embrionario.

Rakic, 1971

Inducen la formacioén de las uniones herméticas oclusivas entre
las células del endotelio capilar, base estructural de la BHE. En
especies inferiores los propios procesos astrocitarios conforman
la BHE.

Goldstein, 1988
Raub y col,, 1992

Principal fuente de proteinas de la matriz extracelular.

Liesi y-col., 1983

Secretan factores solubles que rtegulan la morfologia,
proliferacién, diferenciacién y/o supervivencia de diferentes
poblaciones neuronales y gliales (incluyendo acciones
autdcrinas).

Lindsay, 1979
Banker, 1980
Théry y col., 1992
Carroll y col., 1993
Ridet y col, 1997

Aseguran la accion discreta y localizada de terminales
sinapticos al envainarlos con sus procesos.

Peters y col., 1991

Censan y corrigen cambios en el microambiente celular

producidos por la actividad o metabolismo neuronal:
-Regulacion del pH del espacio extracelular (EEC).
-Regulacién del volumen del EEC.

-RJregulacién de la concentracion extracelular de iones

K.

-Recaptacion de neurotransmisores (de glutamato casi

en exclusividad).

Ransom y Carlini,
1986

Currie y Kelly, 1981

Tsacopoulos y
Magistretti, 1996

 Neuromodulacién. El neurotransmisor liberado en una sindpsis
activa puede estimular receptores en los astrocitos provocando
la activacién de la célula glial, la cual responde liberando de
forma regulada neurofransmisores. La neuromodulacién puede
ser a nivel local o a distancia, si la activacién se propaga
espacialmente en la red astrocitaria.

Papuray col., 1994
Kang y col., 1998
Newman y Zahs, 1998
Bezzi y Volterra, 2001

. Detoxificacién del SNC de metales y sustancias neuroactivas de |

origen end6geno y xenobiotico.

Hof'y col., 1999

Durante una respuesta inmune parecen actuar como c€lulas
presentadoras de antigeno.

Fontana y col., 1984

En casos de lesion del SNC, los astrocitos reaccionan
proliferando y/o aumentando su tamafio, para llenar los espacios
antes ocupados por las neuronas y sus procesos (cicatriz). La

reaccion astrocitaria puede expandirse muy lejos del area |

traumatizada.

Hof'y col., 1999
Fawcett y Asher, 1999
McGraw y col., 2001
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Diversos fenotipos reactivos pueden ser establecidos por el perfil de
proteinas expresadas. Estos fenotipos son en gran medida determinados por el tipo de

lesion y la distribucion espacial y temporal de los astrocitos.

Dado que la activacién astrocitaria ocurre en variadas condiciones como la
isquemia cerebral, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
demencia frontotemporal y la enfermedad de Huntington (Schipper, 1996), ha sido
considerada como una respuesta inespecifica de las células gliales al dafio neuronal.
Este concepto ha cambiado en los tltimos afios y hoy se considera que una activacion
o defecto primario de los astrocitos podria desencadenar degeneracion o muerte

neuronal.
5.2.3. Patologia astrocitaria en EA

La gliosis es comunmente observada en muchos desérdenes
neurodegenerativos. La gliosis asociada con las placas amiloides es un suceso
relativamente temprano de la EA, y algunas citoquinas y mediadores inflamatorios
producidos por la glia activada probablemente participen en la patogenia de esta
enfermedad. Los depositos de AP estin rodeados por microglia (McGeer y col.,
1987), astrocitos reactivos, (Pike y col, 1995) y neuronas en degeneracion,
constituyendo la “placa neuritica”. Se ha observado que el mismo dep6sito de AP es
capaz de activar la glia en cultivo (Bach y col, 2001), iniciando una respuesta
inflamatoria. Diversos estudios han demostrado que la estimulacién de monocitos,
macrofagos y microglia con el péptido AP resulta en la produccion de moléculas pro-

inflamatorias (Ariga y Yu, 1999; Baeuerle y Henkel, 1994; Klegeris y col., 1994;

Klegeris y McGeer, 1997; Lorton y col., 1996; Meda y col., 1995; Smits y col., 1999,
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2002; Tjernberg y col., 1999). Los astrocitos activados con Af} tambicn aumentan la
produccién de citoquinas como MCP-1 y RANTES (Johnston y col., 1999). Del
mismo modo se ha observado la induccién de IL-1 y TNF-a en astrocitos corticales
(Akama y col., 1998), activacion de vias MAPK y aumento del factor NF«xB (Bachy
col., 2001), asi como el aumento de apoptosis de neuronas hipocampales en co-
cultivo (Malchiodi-Albedi, 2001). Ademas, se ha descrito la produccion de
citoquinas anti-inflamatorias (Szczepanik y col., 2001) con aumento en la expresion
de GFAP en astrocitos (Pike y col., 1994), pero sin induccién de muerte glial (Kato y
col., 1997). Existen numerosas células gliales rodeando cada placa, cada una
residiendo en su propio microambiente y cada una capaz de producir moléculas pro-
y anti-inflamatorias. El balance entre éstas en el cerebro de personas con EA puede
jugar un rol importante en el proceso neurodegenerativo. Por otra parte, el nimero de
células gliales en las placas neuriticas aumenta considerablemente, por lo que es
probable que existan moléculas quimioatrayentes responsables de atraer estas células
hacia las placas neuriticas, donde ejercerian un importante rol en el establecimiento
de mecanismos inflamatorios. En el modelo propuesto por Johnston (1999), el AB
activa la glia induciendo la liberacién de quimoquinas, incluyendo MCP-1 y
RANTES. Estas moléculas actiian como quimioatrayentes y reclutan la microglia y
macréfagos periféricos, los cuales una vez que se hallan en proximidad la region
afectada, son activados por el AB liberando mas quimoquinas, citoquinas y especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Meda y col., 1995b; Yan y col., 1997). Los astrocitos

activados también liberan citoquinas inflamatorias como IL-1B y TNF-a y ROS en

respuesta al AP, contribuyendo al proceso inflamatorio y causando la degeneracion

de neuronas cercanas.
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5.3. NEUROTROFINAS

El desarrollo y mantenimiento del SNC estd gobernado por una compleja
red de factores difusibles y sus correspondientes receptores. Los factores de
diferenciacién mejor conocidos en mamiferos son las neurotrofinas (NT). Las NT
fueron identificadas inicialmente como factores de supervivencia neuronal
derivados de células blanco (Purves y col., 1988), pero hoy se conoce que median
un amplio rango de respuestas que incluyen la regulacion de la proliferacion celular
del neuroblasto y cresta neural, regulacion del crecimiento neuritico, modulacion de
la sinapsis, mantenimiento de la viabilidad celular, e incluso induccién de apoptosis
(Lewin y Barde, 1996; Bibel y Barde, 2000). Ademas de sus funciones fisiologicas,
también han sido implicadas en desérdenes neurodegenerativos incluyendo la EA
(Mufson y col., 1989; Phillips y col., 1991), Parkinson (Hyman y col,, 1991),
epilepsia (Gall e Isackson, 1989; Isaacson y col., 1991), y canceres del SNC
(Kogner y col., 1993; Segal y col., 1994; Ryden y col., 1996). Es factible que el
esclarecimiento de los mecanismos moleculares que controlan la funcién de las NTs
revele objetivos para la intervencion farmacoldgica que benefice el tratamiento de

enfermedades del SNC.

Los sistemas de transduccion de sefial que median las diversas funciones
biologicas de las NT se inician a través de su interaccién con dos tipos de
receptores de superficie: los pertenecientes a la familia de receptores tirosina
quinasa, trk (del inglés, tropomyosin-related kinase; quinasa relacionada con la

tropomiosina) y el receptor p75 para NT (p75NTR) (Figura B). Estos receptores no

poseen dominios en comun en sus regiones citoplasmaticas asi como tampoco en el
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sitio de union al ligando, y ademds activan diferentes vias de sefializacion

dependiendo de la NT. Por otra parte, en muchos casos no solo activan vias

autdnomas sino que son capaces de colaborar para mediar los efectos de las NT.

trk A irik I3

p 75 o B U4

FIGURA B. RECEPTORES DE NEUROTROFINAS.

5.3.1. NGF

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es el miembro mejor caracterizado

entre las NT, el primer factor promotor del crecimiento nervioso identificado y pilar

de la teoria neurotrofica, participa en las respuestas inflamatorias dentro y fuera del

sistema nervioso central, y es considerado como una neuroquina moduladora (Levi-

Montalcini, 1996). Al igual que ocurre con todas las NT, su gen codifica un
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precursor de aproximadamente 30 kDa que es proteolizado intracelularmente por
enzimas de la familia de las convertasas, incluyendo furina y convertasas 1 y 2 (PC1
y PC2) para originar la forma madura de alrededor de 13 kDa. Una vez procesadas,

las NTs existen como homodimeros unidos no covalentemente por puentes disulfuro.

Dos de las principales poblaciones de neuronas del SNC identificadas que
responden a NGF son las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior y del
nticleo estriado (Gnahn y col, 1983; Martinez y col., 1985; Vantini y col, 1989; Liy
col., 1995; Fagan y col., 1997). Las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior
son neuronas de proyeccion, cuyos axones se extienden a través del hipocampo y la
neocorteza, y son importantes para las funciones de atencion, aprendizaje y
memoria (Coyle y col., 1983; Olton y col., 1991). Diversos estudios han mostrado
que ambas poblaciones neuronales expresan trkA (Holtzman y col., 1992; Liy col,,
1995) y NGF se expresa en las regiones blanco de estas células (Large y col., 1986,

Luy col, 1989).
5.3.2. Receptores NGF

NGF sefializa especificamente por el receptor trkA, miembro de la familia
de receptores trk. La union del NGF en forma de homodimero induce la
dimerizacién del receptor, la autofosforilacion en residuos de tirosina en la regién
de activacion, seguido por fosforilacion de residuos intracelulares adicionales (Jing
y col., 1992; Cunningham y col., 1997) que actilan como sitio de anclaje para
moléculas de sefializacién que regulan el crecimiento y supervivencia a través de
las vias Ras, fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K) y fosfolipasa Cy (PLCy) (Segal y

Greenberg, 1996; Kaplan y Miller, 2000) (Figura C).
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FIGURA C. VIA DE SENALIZACION DE NGF POR TRKA.

El receptor p75NTR (que se simplificara como p75) se une a todas las NT
con similar afinidad (Kd 10° M) (Rodriguez-Tebar y col., 1990, 1992; Squinto y
col., 1991). Por estudios de unidn se conoce que p75 y trkA interactuan
independientemente con las NT con una Kd de 10° M (Rodriguez-Tebar y col.,
1990, 1992; Kaplan y col., 1991a; Klein y col., 1991b; Squinto y col., 1991). Pero
la co-expresion de p75 y trkA en células produce sitios de union a NGF de alta

afinidad comparado con los anteriores (Kd 107 (Hempstead y col., 1991, |

Rodriguez-Tebar, 1992, Mahadeo y col., 1994) y aumenta la activacion de la via ‘

[ inducida por trkA mediada por NGF (Barker y Shooter, 1994; Mahadeo y col,, ‘

L
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1994; Verdi y col., 1994). Recientemente Harrington y col. (2004) demostraron que

la forma no procesada del NGF (proNGF) se une a p75 con alta afinidad e induce
apoptosis dependiente de p75 en neuromas en cultivo. Este hallazgo es
particularmente importante ya que el precursor de NGF es la forma predominante
en cerebro y se ha comprobado que se acumula en pacientes con EA (Lee y col,

2001b; Fahnestock y col., 2001).

En cuanto a la distribucién de receptores para NGF, trkA se encuentrg
restringido al soma celular mientras que p75 tiene una distribucion somato-dendritica
(Tongiorgi y col, 1997, 2000). Los efectos neurotréficos de supervivencia y
diferenciacién requieren la internalizacién del complejo ligando-receptor y su
transporte retrégrado a través del cuerpo celular (Barrett y col., 1998; Mufson y
Kordower, 1999), pero se desconoce los procesos que regulan la internalizacion y el

transporte de neurotrofinas y sus receptores.

El patrén de expresién de p75 es amplio y estrictamente regulado temporal y
espacialmente. Durante el desarrollo, p75 se expresa en células neuronales como no
neuronales (Buck y col., 1987, Sariola y col., 1991). Los niveles de p75 se reducen
en la mayoria de los tejidos post-natalmente, restringiéndose a un escaso niimero de
poblaciones neuronales, entre ellas motoneuronas (Ernfors y col., 1989; Armstrong y
col., 1991) y las células de Purkinje del cerebelo (Koh y col., 1989; Cohen-Cory y
col., 1991). p75 también se expresa en el sistema nervioso periférico y en tejidos no
neuronales adultos, y es importante su induccién por dafio celular en poblaciones
como motoneuronas (Ernfors y col., 1989; Armstrong y col., 1991), oligodendrocitos

(Casha y col., 2001), e hipocampo (Roux y col, 1999; Oh y col., 2000), entre otras.
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Su expresion ha sido asociada con algunas enfermedades cronicas, como esclerosis
multiple (Dowling y col., 1999) y Alzheimer (Yaar y col.,, 1997). El promotor de
p75, tanto en humanos como en ratas, carece de elementos TATA y CAAT, y es rico
en secuencias GC, semejandose a los promotores de genes de expresion constante
(Sehgal y col., 1988; Metsis y col., 1992). Se ha localizado una regién conservada
caja-E, y han sido identificadas regiones regulatorias tanto positivas como negativas.
En caso de estimulacién por choque osmoético, la activacion de la transcripcion
ocurre independiente de la sintesis de novo de proteina, y requiere la activacion de
fosfolipasa C (PLC), proteina quinasa C (PKC) y 6xido nitrico sintasa (NOS), siendo
por lo tanto un efector génico temprano de la via del 6xido nitrico (NO) (Peterson y

Bogenmann, 2003).

5.3.3. Apoptosis por p7SNTR

El receptor p75 pertenece a la familia de receptores de muerte, pero se
distingue de sus miembros por su capacidad de dimerizar més que formar trimeros,
por su habilidad de actuar como co-receptor de tirosina quinasas, y porque las NT no
se relacionan estructuralmente con sus ligandos. p75 se ha visto implicado en la
induccién de apoptosis en diversos tipos celulares tanto in vivo como in vitro, entre
ellos las células de hipocampo (Roux y col., 1999; Park y col., 2000; Friedman y
col., 2000). Estudios de pérdida de funcion indican un rol de p75 en la induccion de
apoptosis durante el desarrollo (Frade y Barde, 1999) asi como luego de dafio celular
(Cheema y col., 1996; Ferri y col., 1998, 1999). El mecanismo por el que p75 induce
apoptosis no se identifica con ninguna de las dos vias (extrinseca e intrinseca)

corrientes; la regién intracelular no se une a miembros de la familia del TNF como
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TRADD o FADD (Wang y col., 2001), ni tampoco se induce la activacion de caspasa
8, aunque sf la de caspasa 9 (Gu y col., 1999; Wang y col., 2001), asi como pérdida
de integridad mitocondrial. Ademds, la cascada de JNK (jun N-terminal kinase)
participa en la apoptosis (Bruckner y col., 2001; Harding y col, 2001) y
recientemente se ha demostrado que es necesaria la activacion de la GTPasa Rac
(Harrington y col., 2002). Paradogicamente, p75 también es capaz de promover
supervivencia celular. Incluso en hipocampo, se conoce que la union de NGF a p75
protege del dafio hipoglicémico mediado por calcio (Cheng y col, 1993). También se
han reportado funciones de promotor de supervivencia celular en otros tipos celulares
(Shimohama y col., 1993; Kume y col., 2000; De Freitas y col., 2001; Hamanoue y
col., 1999) mediante mecanismos independientes de trkA y parece involucrar la
activacién del factor nuclear-Kappa B (NFxB) (Carter y col., 1996; Yoon y col,
1998). p75 parece activar, al igual que los receptores trks, la via de sobrevida

PI3K/AKT (Roux y col., 2001).

5.3.4. Potencial rol de la sefializacion dependiente de NGF/p75NTR en EA.

En la enfermedad de Alzheimer, la expresién tanto de neurotrofinas como de
sus receptores se encuentra alterada (Appel, 1981; Lucidi-Phillipi y Gage, 1993;
Rylett y Williams, 1994; Connor y col, 1996; Savaskan y col., 2000). En 1995
Mufson y col. propusieron que la neurodegeneracién asociada con la EA podria ser
causa de fallas en el transporte retrogrado de NGF, debido a un déficit en la
produccién y/o uso del receptor trkA. Los niveles de NGF se presentan aumentados
en varias patologias neurodegenerativas en las cuales se ha observado astrocitosis

(Lorez y col., 1989; Gall y col., 1991), incluyendo pacientes con EA 6 modelos dela
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misma (Crutcher y col., 1993; Fahnestock y col., 1996; Hock y col., 2000; Olivieri y
col., 2002), y también se ha observado un aumento en la expresion de p75 (Hu y col.,
2002; Olivieri y col., 2002) principalmente en neuronas colinérgicas del niicleo basal
de Meynert de pacientes con EA (Emfors y col., 1990; Mufson y Kordower, 1992).
Por otro lado, la expresion del receptor trkA no se ve significativamente modificada
para Mufson y col. (2002) mientras que otros han documentado una disminucién de
la misma (Boissiere y col., 1997, Mufson y col., 1997, 2000; Hock y col., 1998,
2000; Marinelli y col., 1999; Savaskan y col., 2000; Friedman, 2000; Dubus y col.,
2000; Chu y col.,, 2001; Olivieri y col., 2002) en neuronas afectadas con EA y
modelos de esta patologia. Ademas, se ha visto que A interactiia directamente con
los trk. Yaar y col. (1997, 2002) encontraron que €l AP se une a p75 en neuronas
corticales de rata y en células fibroblasticas NIH3T3 que expresan p75 establemente.
Kuner y col. en 1998 descubrieron que lineas celulares de neuroblastoma humano
expuestas a AP entran en apoptosis por un mecanismo que involucra la union directa
de AB al receptor p75 y activacién de NF-«xB. En ambos estudios la administracion
de NGF previno la induccién de apoptosis, presumiblemente por competencia entre
NGF y AP por el receptor p75 (Rabizadeh y col.; 1994, Yaar y col., 1997; Kuner y
col., 1998). Sobre esta base, y dado que el NGF estimula las neuronas colinérgicas,
mejora la memoria y previene la degeneracion colinérgica en modelos animales de
dafio neuronal, sobreexpresion de AP y envejecimiento, se esperaria que el NGF
aumente en pacientes con EA como factor protector frente al AB. Se ha demostrado
que el proNGF es la forma predominante en el cerebro y sufre un aumento en

pacientes con EA (Fahnestock y col, 2001). Sin embargo, no existe informacion

acerca del rol del aumento de NGF/proNGF en EA, asi como el tipo celular
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responsable involucrado en su expresion. El patron de expresion de proteasas e
inhibidores de las mismas involucrados en el procesamiento del NGF se encuentra
afectado en la inflamacién neuronal (Rosenberg, 2002), y podria ser éste el
mecanismo que controla los eventos neurotroficos y neurotéxicos relacionados con el

incremento en la produccion de proNGF.

5.4. CONTRIBUCION DEL NO

A fines de la década del 70, Murad y col., identificaron el NO como un
agente que se libera de la nitroglicerina y otros compuestos vasodilatadores y
estimula la produccién de GMPc (Katsuki, 1977). Diez afios mas tarde algunos
grupos demostraron que el NO se produce en sistemas bioldgicos (Ignarro y col.,
1987 Palmer vy col., 1987). Desde entonces, se conoce que el NO es una molécula
gaseosa difusible altamente reactiva, radical inestable que juega un rol muy
importante en la regulacién de un amplio rango de procesos fisiologicos incluyendo
inmunidad celular, angiogénesis, agregacion plaquetaria y neurotransmision. E1 NO
se sintetiza de L-arginina por la accién de la enzima 6xido nitrico sintasa, NOS, en
un proceso oxidativo de dos pasos. Existen tres isoformas de la enzima; inducible
(iNOS), endotelial (€NOS) y neuronal (nNOS). Las isoformas eNOS y nNOS se
expresan constitutivamente, a diferencia de iNOS, ya que su activacion no requiere
la sintesis proteica de enzima nueva. Sin embargo, ambas isoformas también son
“inducibles” en el sentido que se produce sintesis de proteina bajo condiciones
trauméticas o patologicas (Férstermann y col., 1995a y b; Dawson y col., 1998;
Harrison y col., 1996; Liith y col., 2000). EI NO libre es una especie transitoria

inestable y se descompone en segundos (vida media de alrededor de 5 s),
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interactuando con moléculas biologicas como el hierro, tioles, proteinas y especies
reativas de oxigeno. Regula por difusion una variedad de funciones celulares, como
la produccién de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno, ADP-ribosilacién de
proteinas y estimulacién de la enzima guanil ciclasa soluble, la cual aumenta los
niveles de GMPc. El GMPc posee tres blancos conocidos: modula la concentracion
de AMPc activando fosfodiesterasas especificas (PDEs) en varios tipos celulares,
abre canales de cationes operados por nucleétidos ciclicos en retina y sistema
olfativo, y activa quinasas dependientes de GMPc (cGKs) (Pfeifer y col., 1996,
Lohmann y col., 1997). En cerebro, las cGKs parecen regular funciones neuronales
discretas que aparentemente no estarian involucradas directamente en la plasticidad
sindptica (Zhuo y col., 1994; Lev-Ram y col., 1997; Kleppisch y col., 1999) aunque
estudios en Drosophila demuestran que estas enzimas regulan procesos complejos

del SNC (Osborne y col., 1997).
5.4.1. NO en EA

La toxicidad por AB esta asociada al estrés oxidativo (Pacifici y Davies,
1991; del Rio y col., 1992; Benzi y Moretti, 1995; Martin y col., 1996). El éxido
nitrico (NO) actiia como molécula difusible de sefializacion neuronal en condiciones
normales, pero en situaciones citotoxicas el incremento de NO promueve la
formaci6n de peroxinitrito, mediador de la nitracién de proteinas. En EA el NO esta
incrementado (Akama y col, 1998). Las placas seniles (Wallace y col., 1997), asi
como las neuronas conteniendo ovillos neurofibrilares en pacientes con EA

(Vodovotz y col., 1996) se observan inmunorreactivas para NOS y existen claras

evidencias de la participacién del NO (ya sea directa o indirectamente) en la muere
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neuronal que ocurre en EA (Norris y col., 1996; de la Monte y Bloch, 1997; de la
Monte y col., 2000; Lith y Arendt, 1998; Liith y col., 2000; Thorns y col., 1998;
Yew y col., 1999). Los efectos neurotoxicos del NO estin mediados por dafio
oxidativo asi como también por activacién de cascadas de sefializacion intracelular.
Uno de estos mecanismos identificados es la activacion de la via p21 ras (Yuny col.,
1998; Lander y col., 1995), la cual se encuentra inducida en EA (Arendt y col., 1995;
Gartner y col., 1995, 1999). Los astrocitos son capaces de liberar NO en condiciones
basales asi como luego de diversos estimulos patolégicos o por dafio (Mollace y
Nistico, 1995; Murphy, 2000). Como estas células son el tipo celular mayoritario en
el SNC, el NO derivado de las mismas es de gran importancia. Los astrocitos en
enfermedades neurodegenerativas, incluso EA, aumentan la expresion de isoformas
de NOS y la produccién de NO (Wallace y col., 1997; Heneka y col., 2001; Lith y
col., 2002). De la misma forma en ratones transgérrlicos para APP (APP23) se
observa un incremento de iNOS y eNOS (Liith y col., 2001), y el A estimula la
produccién de NO en astrocitos en cultivo (Akama y col., 1998). La liberacion
excesiva de NO por astrocitos causaria la disminucién de energia en neuronas
vecinas por induccién de una disfuncion mitocondrial y posiblemente inhibicion de
la cadena respiratoria (Stewart y col., 2000), sin afectar la viabilidad astrocitaria pero
generando la produccién de peréxido y glutamato como resultado de un impedimento
de la cadena respiratoria por el NO generado (McNaught y Brown, 1998). Por lo
tanto, la evidencia indica que los astrocitos reactivos que expresan iNOS producen
un aumento en el flujo de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, acompafiado de
cambios metabdlicos compensatorios. Los flujos elevados de NO, glutamato y

per6xido al espacio extracelular probablemente contribuyan a eliminar neuronas
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vecinas vulnerables. Existen evidencias en otros tipos celulares (motoneuronas) que
la expresion de p75NTR se asocia a degeneracion y apoptosis dependiente de NO

(Pehar y col., 2004), lo cual podria explicar la muerte de motoneuronas en la ELA.
5.5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del avance que ha experimentado la medicina modemna, en la
actualidad atn no se dispone de un tratamiento efectivo para la EA, se carece de
técnicas confiables para un diagnostico precoz, y la etiopatogénesis permanece en
gran medida sin conocerse. Para optimizar nuevas vias de diagnostico y tratar
clinicamente al enfermo de Alzheimer es esencial dilucidar la secuencia de los
eventos moleculares que determinan la patogenia de esta enfermedad
neurodegenerativa. Se conoce que la formacién de depositos de Af es uno de los
sucesos que inicia y promueve el proceso neurodegenerativo, al cual se asocian
alteraciones morfologicas, como distrofia dendritica y axonal. Es pesible pensar
que los mecanismos que inducen la muerte neuronal y la formacién de anomalias
intracelulares como los ONF forman parte de un proceso integral, en el que uno de
los factores inductores es la presencia del péptido amiloide. Un hecho de gran
interés en EA, asi como en otras patologias neurodegenerativas, es su inicio en
regiones cerebrales especificas (internas) del cerebro y su extraordinaria
distribucién afectando practicamente toda la corteza en etapas posteriores. Este
efecto dominé comun a otras enfermedades neurodegenerativas parece un punto
clave para limitar el avance de la patologia. A proposito de ello, es de gran
relevancia la contribucién que células gliales, en especial astrocitos, tienen en

patologias neurodegenerativas en general, y en la EA en particular. Estas células
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son capaces de censar la presencia extracelular anormal del péptido, asi como la
aparicion de neuronas en degeneracidn, y como se encuantran asociadas por
uniones fuertes tipo gap, los astrocitos se comunican entre si llevando mensajes
dentro del SNC. Por lo tanto, es razonable pensar que la “red” que estas células
forman en el cerebro es la via de “diseminaciéon informativa” de anomalias
presentes en un sitio especifico que distribuye la sefial més alla de la lesion. En este
sentido, es de gran interés estudiar la participacién de las células astrogliales en el
curso de la EA, para entender el proceso no como un hecho neuronal aislado, sino

en su totalidad.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que el AB induce la desregulacion de
la proteina quinasa cdkS, la cual se ha descrito que hiperfosforila tau (Alvarez y col,
1999; Mufioz y col., 2000). Este aumento en la actividad de cdk5 se asocia con la
muerte de neuronas hipocampales en cultivo. Por otro lado, en el laboratorio del Dr.
Barbeito se ha establecido que los astrocitos participan activamente en la patogénesis
de otra enfermedad neurodegenerativa, la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Mas
atm, factores liberados por astrocitos reactivos tienen importantes consecuencias
sobre las motoneuronas (Pehar y col., 2004). Al parecer, el aumento en la liberacién
de NGF con el critico incremento de 6xido nitrico astrocitario estarian actuando
como moléculas de sefializacion de apoptosis sobre neuronas vulnerables, aquellas
que aumentan la expresion del receptor p75. Estos hallazgos nos permiten pensar que
éste podria ser un mecanismo conservado de sefializacién neuronal, y del mismo
modo, estos factores liberados por astrocitos reactivos por el péptido AB contribuyen

a la neurotoxicidad dependiente de p75NTR en EA. Este trabajo resume la

colaboracion de los dos grupos de investigacién en un proyecto de integracion
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metodoldgica y conceptual con el objeto de ampliar el conocimiento de mecanismos

moleculares que podrian ser conservados en diversas patologias neurodegenerativas.

5.5.1. Los astrocitos participan en la degeneracién neuronal en la EA.

Probablemente la presencia anormal del péptido AP, soluble o en depdsitos
en forma de placas, perturbe la interaccién entre neuronas y astrocitos. En respuesta
al dafio, las neuronas sefializan a los astrocitos vecinos, los cuales se vuelven
reactivos. En un primer momento los astrocitos desarrollan fenotipos de distinto
patrén de expresién génica y capacidad secretora que sirven para aislar el sitio donde
ha ocurrido el dafio. El aumento de factores tréficos promueve la supervivencia de
neuronas no afectadas en la region; pero a su vez los astrocitos deben sefializar la
muerte de neuronas criticamente dafiadas. Posiblemente la expresion de p75NIR,
que se ve aumentada en muchos tipos neuronales luego de una lesion, imprima cierta
“sefial” en las neuronas dafiadas para promover la muerte celular. Asi, debe ser muy
importante la expresién temporal como espacial de los distintos factores. Un
incremento de la liberacién de NO y el aumento en la produccién de NGF/proNGF
(liberados por la glia en condiciones de activacion por el péptido AB), y la expresion
simultdnea de p7SNTR en neuronas de hipocampo afectadas por la EA, podria ser
parte del mecanismo que conduce a la degeneracién y posterior pérdida neuronal. En
un primer momento, las neuronas sufririan la desregulacién de sistemas quinasas que
hiperfosforilan la proteina tau, como cdk5/p35 y GSK3PB, determinantes de la
neurodegeneracién en EA (Maccioni y col., 2001 a, b). Los cambios en neuronas y
astrocitos deben ser reversibles y controlados estrictamente evitando la propagacion

del dafio. Este mecanismo estaria critica y permanentemente alterado en EA.
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Las preguntas centrales de este proyecto son el conocer: (i) la posible
variacion de los niveles de NGF/proNGF y NO liberados por astrocitos reactivos por
AB; (ii) la participacién de la via de sefializacién NGF/p75 en la desregulacion del
sistemas quinasa cdkS5/p35 que llevan al aumento en la hiperfosforilacion de la
proteina tau; (iii) la participacion de esta via en la muerte de neuronas; y (iv) la
influencia del NO astrocitario sobre la via NGF/p75 en la induccion de los

mecanismos neurotoxicos mencionados.

Durante el envejecimiento y en patologias neurodegenerativas como la EA,
las primeras zonas del cerebro en sufrir muerte celular son el hipocampo y la corteza,
las cuales generan un particular interés debido a sus funciones en el SNC, pues se
relacionan con la conducta emocional, comportamiento, memoria, lenguaje y
funciones sensoriales y viscerales. En este contexto, puede ser de mucho interés la
utilizacién de modelos experimentales que consigan reproducir, en mayor o en menor
medida, las alteraciones bioquimicas, morfoldgicas y funcionales tipicas de la EA. Es
por ello que el cultivo primario de corteza e hipocampo de rata son modelos muy
utilizados para realizar estudios de EA. Un modelo muy usado actualmente como
aproximacion al estudio de células de origen neuronal corresponde a las células
derivadas de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Otra aproximacion al estudio del
efecto del AP sobre el SNC es el ratén transgénico Tg2576, el cual expresa la APP
humana mutada en los residuos 670 y 671, esta mutacion aumenta la formacién y
secresion de AP, por favorecerse la actividad de la proteasa a-secretasa. En la
actualidad este modelo transgénico es utilizado ampliamente como una herramienta
para el estudio de la formacion de las PS y su participacion en eventos

neurodegenerativos. En este sentido los modelos experimentales que se proponen y
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que han sido probados exitosamente, son €l cultivo primario de neuronas de
hipocampo de embriones de rata y el raton Tg2576. Ademés, se incorpora el cultivo
primario de astrocitos, siguiendo los métodos usados en el laboratorio del Dr.
Barbeito, pero derivados del hipocampo de ratas neonatos, para realizar estudios en
células aisladas y ademds trabajar con co-cultivo de neuronas con astrocitos
hipocampales. Estas aproximaciones son modelos apropiados para el estudio de la
influencia del péptido AP sobre astrocitos y el modo que ello afecta las neuronas en
relacion al fenotipo neurotoxico estudiado (hiperfosforilacion de tau, muerte

neuronal), analizando la participacion de la via NGF/p75.

5.6. HIPOTESIS

En consideracion a los antecedentes anteriormente expuestos, se plantea que
un incremento de NO y NGF/proNGF liberados por astrocitos reactivos
estimulados por el péptido Ap, sumados a la expresion simultinea del receptor p75
en neuronas afectadas, constitupe uno de los mecanismos que conduce a la

neurodegeneracion y posterior pérdida neuronal.

5.7. OBJETIVO

El OBJETIVO GENERAL es investigar alteraciones especificas de la
interaccién entre células astrogliales y neuronas de hipocampo que expliquen la

neurodegeneracion en el contexto de la patogénesis de la EA.

5.7.1. Objetivos Especificos

1. Caracterizar los efectos proinflamatorios del Afen astrocitos de

hipocampo. En patticular se estudia la posibilidad que los astrocitos reactivos por A
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secreten al medio NGF y NO en cantidades elevadas respecto de los astrocitos en
condiciones control. Para ello, se propone determinar si el AP induce la expresion
(mRNA y proteina) de la enzima oxido nitrico sintetasa en sus isoformas iNOS
(inducible) y nNOS (neuronal). Realizar mediciones de nitrito y nitrato en el medio
de cultivo como evidencia de la produccién de NO. Determinar si los astrocitos
reactivos por AP secretan al medio NGF y precursores del mismo, y caracterizar las
especies moleculares de éste. Por tltimo, realizar curvas dosis-respuesta y de

concentracién 6ptima del péptido para ambos casos.

2. Analizar si los astrocitos estimulados con A inducen alteraciones en la
proteina tau 'y de proteinas quinasas responsables de su fosforilacion a través de la
activacién de p75NTR. En particular, investigar alteraciones en los patrones de
fosforilacién de la proteina tau en meuronas cultivadas con astrocitos reactivos
(estimulados con el péptido AB) o con el medio condicionado de estos. Se estudia si
en este efecto interviene la desregulacion de sistemas quinasas como
cdks, determinante en la neurodegeneracion en EA (Maccioni y col., 2001a,b).
Analizar la influencia que ejercen NO, el factor NGF (y su precursor proNGF), y el
receptor de baja afinidad p75 en los cambios del estado de fosforilacion de tau,
mediante el uso de inhibidores de NOS y la utilizacion de anticuerpos con actividad
bloqueadora del receptor p75 o NGF y su potencial neuroprotector. Finalmente,
estudiar la expresion de los receptores de alta y de baja afinidad para NGF (kA y
p75), y de las isoformas de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS) en neuronas bajo

1a influencia de astrocitos estimulados 6 mediante la adicion del medio condicionado.
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3. Estudiar la capacidad proapoptdtica de astrocitos estimulados con A
en un modelo de co-culltivo. Se evalua si los astrocitos estimulados con Af
inducen muerte neuronal dependiente de p75NTR vy si la misma es por apoptosis.
Para ello se utilizan inhibidores de la via de las caspasas asi como
inmunomarcaci6n para caspasa 3 proteolizada, Gltima caspasa de la via apoptotica.
Se propone la caracterizacion del rol de la sefializacion de NGF/p75NTR en células
hipocampales, en particular el posible efecto neurotéxico. Ademas, analizar la
influencia del NGF y NO sobre la muerte neuronal y la hiperfosforilacién de tau
mediante la adicién exdégena de dichos compuestos por separado y juntos. Por
tiltimo, estudiar el resultado de la utilizacién de inhibidores de la enzima oxido

nitrico sintetasa, asi como anticuerpos con efecto de bloqueo para p75 y NGF.

4. Evaluar la expresion de mediadores astrocitarios en el cerebro de ratones
transgénicos para APP (Tg2576). Analizar la expresion de NGF en relacion con la
expresion de la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP), indicadora de astrocitosis
en rebanadas de hipocampo provenientes de ratones transgénicos para APP
(Tg2576). Finalmente, se analiza si dichas marcas se correlacionan con la tincion de

placas amiloides realizada con rojo Congo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. MATERIALES

Material biolégico.

Para llevar a cabo los objetivos planteados se utilizardan dos modelos: €l
primero corresponde a un modelo in vivo, el raton transgénico Tg2576, provisto
gentilmente por la Dra. Carola Otth, el cual posee el precursor del péptido B-amiloide
humano mutado en dos residuos, para favorecer la formacion de AP. El segundo
sistema corresponde al modelo in vitro de cultivo primario de neuronas y astrocitos
de hipocampo de ratas de la cepa Sprague-Dawley, el cual es un buen sistema para

los estudios de neurotoxicidad.

Reactivos.

De MERCK Quimica Chilena se obtuvieron: sales, reactivos analiticos,
acidos, bases y alcoholes. De Invitrogen-GIBCO BRL Life Technologies Inc.:
transcriptasa reversa RNasa H- SUPERSCRIPT™ II (200 w/ul), Tag DNA
polimerasa (5 U/ul), dNTPs (100 mM), 100 pb DNA ladder (1 ug/ul), y Trizol. De la

compafifa Sigma Chemical CO: Nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME), Bromuro de
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etidio, BSA, B-mercaptoetanol, SDS, EDTA, polilisina y péptido B-amiloide 25-
35/35-25. NGF (2.5S) de ratdn fue obtenido de Harlan. Las placas para cultivo
celular fueron adquiridas en NUNC, los medios de cultivo: DMEM, Neurobasal,
suero fetal de bovino, suero de caballo, suplemento N2, Tripsina, y los antibidticos
estreptomicina y penicilina, fueron adquiridos de Gibco BRL. Standard internos
QuantumRNA Classic 18S se obtuvo de Ambion. Elisa para NGF, NGF Emax
ImmunoAssay system kit, de Promega. SYBR Gold Nucleic Gel Stain de Molecular
Probes. El dador de NO (DETA-NONOATO) y los inhibidores DEVD-fmk y VAD-
fmk son de Calbiochem. Ensayo colorimétrico para determinacion de iones nitrito y
nitrato de Cayman. Los anticuerpos Cdk5 (C9), TikA y NGF fueron adquiridos de
Santa .Cruz Biotechnology. Anti-NGF con actividad bloqueadora (AB1526S) y anti-
p75 son de Chemicon. Los anticuerpos para epitopes de tau tipo Alzheimer, PHF1
fue donacién del Dr. Peter Davies, y AT8 de Immunogenetics. Anticuerpo dirigido
contra predominio de NGF se adquirié de Pro-Hormone Science. 1os anticuerpos
contra iNOS y nNOS son de Transduction Laboratories. Anticuerpos primarios para
actina y secundarios acoplados a FITC y TRICT fueron adquiridos de Sigma

Chemical CO. Anticuerpo anti caspasa-3 proteolizada se obtuvo de Cell Signall.

6.2. METODOS
Cultivo celular,

Neuronas y astrocitos provienen del hipocampo de ratas. Cultivo primario
de astrocitos preparados de hipocampos de rata P1-2 de acuerdo al procedimiento

descrito por Saneto y De Vellis (1987) con algunas modificaciones. Rapidamente

los hipocampos son disecados y luego incubados en 0.25% tripsina-EDTA durante
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15 min a 37°C, luego de lo cual el tejido es lavado con una solucion salina HBSS
(del inglés, Hanks" balanced salt solution) y disgregado. Los astrocitos se plaquean
a una densidad de 2 x 10* células/cm? en placas de Petri de 35 mm y se mantienen en
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, HEPES (13,8mM), penicilina
(100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). La pureza de las monocapas de astrocitos
se determina por inmunorreactividad a GFAP y ausencia de marcacion para OX42
(microglia).

Los cultivos celulares de neuronas hipocampales de rata E18 se preparan
segiin Banker y Cowan (1977). Répidamente los hipocampos son disecados y luego
incubados en 0.25% tripsina-EDTA durante 10 min a 37°C luego de lo cual el tejido
es lavado con una solucién de HBSS y disgregado para ser sembrado sobre poli-L-
lisina (0,1-0,5 mg/ml) a una densidad de 5000 células/cm” para inmunofluorescencia
y 15000 células/cm? para estudios de Western blot. Los cultivos se mantienen en un
medio suplementado con 10% suero fetal de bovino durante 3 h, y luego se
reemplaza por un medio con suplemento N2, manteniéndose por 4-5 dias en cultivo.
Para experimentos de co-cultivo, los astrocitos plaqueados sobre cubreobjetos
modificados se montan sobre neuronas crecidas en monocapa en placas de Petri de
35 mm precubiertas con poli-L-lisina.

Exposicion de monocapas de astrocitos al péptido amiloide (AB).

Astrocitos en monocapa confluente (pureza mayor al 98%) son expuestos a
distintas concentraciones del péptido AP 25-35 (fragmento reactivo) en su forma
soluble (Tabaton y col., 1994; Wang y col., 1999; Lue y col., 1999; McLean y col.,

1999) diluido en agua pura estéril a distintas concentraciones en un rango final de 0-

20 uM. El medio se cambia previamente a Neurobasal suplementado con N2, y el
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tratamiento fue por diferentes periodos de tiempo entre 1-72 h. Los cultivos control
recibieron el mismo volumen de vehiculo (agua destilada desionizada estéril). Luego
se recolecta el medio para otros estudios, las células se lavan 3-5 veces con buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,4 y posteriormente se procede la extraccion de proteinas
(buffer RIPA con inhibidores de proteasas) o RNA (Trizol). En caso de co-cultivo
los cubreobjetos con astrocitos previamente estimulados se lavan para eliminar el
péptido y se montan sobre las neuronas plaqueadas en placas de Petri de 35 mm.
Extractos proteicos.

Las células en cultivo fueron homogenizadas en tampon RIPA (50 mM Tris,
pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA 1% NP-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1%
SDS, 100 Fg/ml PMSF, 2 kg/ml aprotinina, 2 kM leupeptina, y 1 kg/ml pepstatina).
Posteriormente los homogenizados fueron centrifugados a 15.000 Xg por 10 min a
4°C. Las proteinas contenidas en el sobrenadante fueron cuantificadas por medio del
método de Bradford modificado (BioRad). Estos extractos se utilizaron para realizar
inmunoprecipitaciones e inmunodetecciones.

Inmunoprecipitacion.

Muestras entre 200-500 pg de extractos de proteina fueron incubadas con 5 ul
de proteina A o G 50% (Sigma) por 30 min a 4°C, de acuerdo al procedimiento
estandar en uso en nuestro laboratorio (Alvarez y cols., 2001). Esta mezcla se
centrifugd a 3000 Xg por 10 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante.
Posteriormente, esta mezcla fue incubada con en anticuerpo primario por toda la
noche a 4°C, luego se agregan 5 ul de proteina A o G al 50% por 2 h a 4 °C. Los

inmunocomplejos se recuperaron mediante centrifugacion a 3000 Xg por 10 min a

4°C, el pellet obtenido fue lavado 3 veces con tampén RIPA. Los lavados consisten
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en la adicion de 500 ul de tampon RIPA a los pellet, suave agitacion y finalmente
centrifugacién a 3000 Xg por 10 min a 4°C. Los pellet que contienen los
inmunocomplejos se fraccionan en SDS/PAGE.
Separacién electroforética de proteinas.

30-40pg de proteinas antigénicas se separan mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 6%, 10% y 12% de acuerdo al procedimiento descrito por
Laemmli (1970), en el sistema de Mini Protear® III de BIO RAD. El gel separador y
espaciador se prepararon a partir de una soluciéon de acrilamida:bisacrilamida
30%:0,8%. El gel separador se prepard a concentraciones finales de 6%, 10% y 12%
conteniendo 375 mM Tris (pH 8,8); 0,1% SDS; 0,04% persulfato de amonio y 0,03%
TEMED. El gel separador se preparé con una concentracion final de poliacrilamida
de 3,8% incluyendo 125 mM Tris (pH 6,8); 0,1% SDS; 0,01% persulfato de amonio
y 0,04% TEMED. A cada muestra de proteina se le agregd tampoén de carga (0,3M
Tris pH 6,8; 5% SDS, 0,7 M 2-mercaptoetanol, 20% glicerol y 0,025% azul de
bromofenol), luego se calentaron a bafio maria con agua de ebullicion por 3 minutos.
Las muestras se sembraron en el gel junto con un marcador de peso molecular (BIO
RAD) realizandose la electroforesis a 30 mA (100 V) por 1 h en tamp6n de corrida
(25 mM Tris (pH 8,3), 190 mM glicina y 0,1% SDS). Para determinar la distribucion
de las proteinas en el gel, se colocd en una solucion de fijacion (25% isopropanol y
10% 4cido acético) por 1 h y posteriormense te tifié con azul de Comasse (30%
metanol y 10% dacido acético) por 3 h. Finalmente el gel fue destefiido en una

solucién 30% metanol y 10% 4acido acético. En el caso de realizar anélisis por

Western blot los geles fueron electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa.
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Transferencia de proteinas 2a membrana de nitrocelulosa.

Finalizada la electroforesis, las muestras se electrotransfirieron a membranas
de nitrocelulosa (Hybond C; 45 pm de poro, Amersham) en el sistema de
transferencia Mini Trans Blo® (BIO RAD). Para ello, sobre una esponja embebida en
tampon de transferencia (25 mM Tris (pH 8,3), 190 mM glicina, 0,1% SDS y 20%
métanol) se deposité secuencialmente: dos trozos de papel de filtro (Whatman n° 1),
la membrana de nitrocelulosa, el gel a transferir y otros trozos de papel filtro. Luego
se cubrié con otra esponja embebida en la misma solucidn. Esto se colocd en en una
camara de electrotransferencia conteniendo el tampén mencionado y se aplicé una
intensidad de corriente de 30 mA (100V) por 1 h. Una vez cumplido el tiempo, la
membrana se dejé secar a temperatura ambiente. Para verificar el buen resultado de
la transferencia, el gel se tifié segun lo descrito en el punto anterior, y la membrana
con rojo Punceau.

Deteccion inmunolégica.

Las membranas se procesaron como ya ha sido descrito por Cross y col,,
1993 y 1996. Se incubaron con 10 ml de solucién de bloqueo (PBS-0,05% Tween-20
5% BSA o leche descremada) a 37°C por 1 h. Luego se incubaron las membranas con
5 ml de una solucidn conteniendo los anticuerpos de interés diluidos entre 1:500 -
1:1000 en solucién de bloqueo a 4°C con agitacion durante toda la noche.
Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces en PBS-0,05% Tween 20 a
temperatura ambiente por 10 min cada lavado. Las membranas se incubaron a
temperatura ambiente por 1 h con 5 ml de una solucién de anti-IgG de conejo o ratén
conjugado con peroxidasa, diluida 1:1000 en solucidn de bloqueo. Finalmente las

membranas se lavaron tres veces en PBS-0,05% Tween 20 a temperatura ambiente
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por 10 min cada lavado. El revelado del conjugado se realiz6 utilizando un método
de quimioluminiscencia (ECL, Amersham), el cual se basa en la emision de luz no
radiactiva detectando antigenos inmovilizados unidos directa o indirectamente con
anticuerpos conjugados con peroxidasa. Los films de exposicién obtenidos se
digitalizaron y se realizé andlisis densitométricos con el programa ROI (XODAK).
Los datos fueron normalizados con la densitometria de las bandas del inmunoblot de
actina o tubulina y graficados como porcentaje en base a los datos del control. A los
diferentes tratamientos se les realizo analisis estadisticos adecuados.
Inmunofluorescencia.

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia, las células se tratan de
acuerdo a procedimientos en uso en el laboratorio (Capote y Maccioni, 1998). Las
células se siembran sobre cubreobjetos, se fijan en 4% de paraformaldehido, 4%
sacarosa en PBS a 37°C por 15 min, y son permeabilizadas con 0.1% Triton X-100
por 1 min. Luego se bloquean con PBS-BSA 2% por 1 h y posteriormente se incuba
con el anticuerpo primario en solucién de bloqueo por 2 h a temperatura ambiente en
camara hiimeda o a 4°C por toda la noche. Las células fueron lavadas con PBS 1X, 3
veces por 5 min, y luego incubadas en solucién de bloqueo con el anticuerpo
secundario acoplado a FITC (fluoresceina) o TRICT (tetrarhodamina, Sigma), por 1
h a temperatura ambiente. Finalmente las células fueron lavadas 3 veces en PBS 1X
y montadas con FluorSave (Calbiochem). Las células fueron analizadas

posteriormente por medio de microscopia confocal (LSM 510 META Zeiss). Las

imagenes fueron procesadas utilizando el programa Adobe Photoshop 6.0.
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Ensayos de viabilidad.

La viabilidad celular se evalu6 mediante conteo directo de células que
presentan neuritas intactas mayores a 4 veces el diametro celular. El conteo se realiza
en un 4rea de 2,76 cm” en el centro y cuatro vértices opuestos de Ia placa de Petri de
35 mm. Excepcionalmente se utilizé el ensayo colorimétrico del 3-/4, 5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolio bromuro; azul de tiazolil (MTT) modificado (Liu y col.,
1997), de utilidad en muchos de los estudios en nuestro laboratorio (Alvarez y col.,
1999).

Deteccién de células apoptéticas.

La muerte celular programada se estudia por Western blot y ensayos de
inmunofluorescencia para caspasa-3 proteolizada (Cell Signall), principal producto
de la cascada de caspasas en la via apoptotica. También se analiza la accion de los
inhibidores de caspasas VAD-fimk (inhibe caspasas en general) y Z-DEVD-fink

(inhibe caspasa-3).

RT-PCR cuantitativo relativo para mRNA de NGF y NOS.

2 pg de RNA total obtenidos de cultivos celulares utilizando Trizol se
transcriben de forma reversa. Los niveles de mRNA de NGF/NOS se cuantifican por
RT-PCR relativa-cuantitativa. El par de partidores de NGF/NOS se sintetizd junto
con los partidores Standard internos QuantumRNA Classic 18S (4dmbion) que se
utilizan en la reaccion para amplificar una banda de 189 pb del cDNA de NGF, y otra
de 489 pb del cDNA del fRNA 18S. Los partidores para iNOS usados fueron:
5’GGGATCTTGGAGCGAGTTGTGG y 3’TCTGCCTGTGCGTCTCTTCCG. Para
nNOS: 5’CCACACCAACGGGAATCAGGAG y 3

TCCTCCAGCACCTCCACCATTG. la reacciéon de PCR se llevé a cabo en un
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volumen de reaccion de 50 pl conteniendo 1 pl de cDNA, 20 pmoles de cada partidor
NGF/iNOS, 4 pl de de los partidores 18S (razon 2:8 de partidor:competidor), 200
UM de dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 1,5 U de DNA polimerasa Taq y 1X buffer PCR
(Invitrogen). Se realizd un nimero de ciclos que permite la amplificacién lineal de
mRNA NGF con los parametros: 94°C, 45 seg; 64°C, 45 seg; 72°C, 45 seg; y de
iINOS: 95°C, 30 seg; 56°C, 30 seg; 72°C, 30 seg durante 35 ciclos. Se realizaron
controles sin la enzima en cada ensayo. Los productos de amplificacion se corrieron
en geles de poliacrilamida 6% no desnaturantes y se tifieron con SYBR Gold Nucleic
Gel Stain (Molecular Probes). Andlisis densitométricos se realizaron con el
programa NIH Image y los niveles de expresion se normalizaron contra los del
Standard 18S.

Determinacion de los niveles de NGF y pro-NGF.

La concentracién proteica de NGF en el medio de cultivo de astrocitos se
cuantificd por ELISA (NGF Emax ImmunoAssay system kit, Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los niveles de pro-NGF (y NGF) se derminan por
Western blot. El medio de cultivo de astrocitos en condiciones libres de suero se
concentra con 4cido tricloroacético (TCA) o en Centricon™ filters YM-3 (Millipore)
aproximadamente 10 veces. Las proteinas se separan en geles de poliacrilamida 12%
por SDS-PAGE, se transfieren a membranas de nitrocelulosa y se incuban con
anticuerpo contra el pre-prodominio de NGF (1:1000, Pro-Hormone Science) usando
como segundo anticuerpo anti-rabbit de cabra conjugado con la enzima peroxidasa

(1:10000) y sustrato quimioluminicente ECL como ya se menciond.
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Produccién e inhibicién de 6xido nitrico.

Se utilizé el dador de o6xido nitrico NOC-18 (DETA-NONOATO,
Calbiochem), capaz de liberar NO espontaneamente en solucion bajo condiciones
fisioldgicas sin cofactor, con una vida media (t 1/2) de 3400 min. Se adiciond
directamente al medio de cultivo de neuronas de hipocampo de 5 dias a una
concentracion de 10 yM en NaOH 0,01 M, concentracion que no produce la
formacion de metabolitos secundarios (Hrabie y col., 1993).

Para estudiar la contribucion de NO en €l mecanismo de degeneracion-muerte
neuronal inducida por NGF/p75 se evalud el efecto neuroprotector del inhibidor
inespecifico de NOS L-NAME (1 mM), el cual fue adicionado directamente al medio
de cultivo inmediatamente luego de establecidos los co-cultivos.

Determinacion de los niveles de NO.

Los niveles de NO liberados por la glia bajo estimulo con el péptido A se
evaluaron mediante la medicion de la presencia de iones nitrato (NO;) y nitrito
(NOy) en el medio de cultivo, productos finales de la reacciéon del NO con algunas
moléculas presentes en los fluidos bioldgicos. Para ello se usé un kit colorimétrico
(Cayman) basado en la reaccién de Griess, por la reduccién de los iones nitrito y

nitrato por la enzima nitrato reductasa, y se siguieron las instrucciones del fabricante.
Alteraciones en los patrones de fosforilacién de la proteina tau.

Los niveles de fosforilacion se evaluaron mediante Western blot utilizando
anticuerpos especificos para epitopes tipo Alzheimer: AT8, anticuerpo monoclonal

contra $*%/S***; y PHF1, anticuerpo monoclonal contra epitopes T>>°/ §*%*.
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Inmunchistoquimica.

La localizacion de las proteinas GFAP y NGF se analizd en cortes de
cerebro incluidos en parafina. Se desparafinan y bloquean los cortes siguiendo el
procedimiento descrito por Apelt y Schliebs (2001). Para ello se incubaron los
portaobjetos en xilol 2 veces por 3 min, en etanol absoluto 2 veces por 3 min, etanol
95% 2 veces por 3 min y finalmente en agua destilada 2 veces por 3 min.
Posteriormente se trataron con citrato de sodio (10 mM, pH 6,0) y fueron sometidos
a maxima potencia del microondas por 1 min y luego a 10% de potencia por 10
min. Luego se lavo con agua destilada. La peroxidasa endogena del tejido fue
inactivada por incubacion con agua oxigenada al 0,3% (peroxido de hidrégeno) en
metanol por 5 min a temperatura ambiente. Luego de lavar, los cortes se bloquearon
1 h a 37°C con PBS 1% BSA, 5% leche descremada y 0,3% Tritén X-100. Los
cortes fueron incubados toda la noche a 4°C con los diferentes anticuerpos
primarios diluidos en solucién de bloqueo: anti-NGF 1:250; anti-GFAP 1:400. La
incubacion del segundo anticuerpo y el revelado se realizé por la utilizacion del
sistema DAKO Quick Staining Kit HRP. Esta técnica se basa en que las muestras
después de ser incubadas con el primer anticuerpo son tratadas con una solucion
que contiene IgG de conejo/raton/cabra biotinilados para luego ser incubadas con
una solucidn de estreptavidina conjugada a peroxidasa. La reaccion se completa
incubando con un sustrato cromogeno, desarrolldndose la reaccion de color usando
0,5 mg/ml 3,3-diaminobenzidina (DAB) dando como resultado un precipitado café
insoluble en el sitio de unidén antigeno-anticuerpo. Finalmente se deshidrataron los
cortes usando etanol 80% y 100%, 1 min en cada solucion. Luego se incub6 2 veces

en xilol por 5 min y se montaron usando CitosealTM y cubreobjetos, para ser
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observados en microscopio Zeiss acoplado a una camara digital. Las imagenes
fueron procesadas utilizando el programa Adobe Photoshop 6.0. Previo al paso de
deshidratacion, se tifieron los nicleos con hematoxilina, y posterior a esto se realizd

la tincion con rojo Congo para detectar los depositos de AB.

Tincién de rojo Congo y de hematoxilina.

Después de realizadas las inmunohistoquimicas, y antes de la
deshidratacion, se efectud la tincidon con hematoxilina de nicleos celulares. Para
ello se adiciond a cada corte de tejido una gota de hematoxilina por 10 s y posterior
incubacion en solucion de borato de sodio 1% por 15 s, finalmente se lavd con agua
destilada. Posterior a esto se procedio a tefiir con rojo Congo los depdsitos de AP.
Para llevar a cabo esta tincion, se prepard una solucién de 1% NaOH, una de 80%
etanol saturado en NaCl y una solucién saturada de rojo Congo preparada con la
solucion de 80% etanol saturado en NaCl. Para tefiir los depésitos de AP se
adicion6 a cada corte gotas de solucion A (1 ml solucién 80% etanol saturado en
NaCL mas 10 pl solucidén 1% NaOH) preparada en el momento, y se incuba por 20
min a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, se elimina el exceso y se
adiciona a cada corte gotas de solucién B (1 ml solucion saturada de rojo Congo
preparada con la solucion 80% etanol saturado en NaCL més 10 pl solucién 1%
NaOH) preparada en el momento, y se incuba por 20 min a temperatura ambiente.

Finalmente, los cortes se lavaron con agua destilada y se procedid a su

deshidratacion.
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Andlisis estadisticos.

Para comparar las medias entre dos variables (control y tratamiento), se
utilizé la prueba t de Student no pareada (del software Sigma Plor). Multiples
comparaciones entre grupos se estudiaron por andlisis de la varianza (ANOVA), de
una entrada con repeticiones (one way repeted measures, RM, GraphPad InStat),
para un factor y de 2 entradas (two way, GraphPad Prism) para mas de un factor.
Se utilizaron post pruebas de contrastes multiples (Post-tests) de Tukey-Kramer (1
entrada) y Bonferrini (2 entradas) para comparar entre todos los pares de columnas
y se analizd la tendencia linear (7est for linear trend) en los casos convenientes.

Las curvas de la Figura 35 se analizaron y compararon por Regresion Lineal

(ANCOVA,GraphPad Prism).
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7. RESULTADOS

7.1. ACTIVACION ASTROCITARIA POR EL PEPTIDO AB.

Los astrocitos juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la
supervivencia neuronal mediante la provision de soporte tréfico, regulando la
concentracion extracelular de iones y removiendo los neurotransmisores como el
glutamato. Sin embargo, los astrocitos pueden reaccionar para promover la muerte de
neuronas luego de diversos tipos de dafio como el isquémico o por trauma. Dado
nuestro interés de entender la patogénesis de la EA, adaptamos los estudios que en el
laboratorio del Dr. Barbeito se desarrollan acerca de la astrocitosis en la enfermedad
esclerosis lateral amiotrofica (ELA) v los mecanismos de la neurotoxicidad mediada
por astrocitos, al modelo de estudio de la EA en nuestro laboratorio, neuronas de

hipocampo, utilizando el péptido AP como agente neurotdxico.
7.1.1. Cambio morfelégico y expresion de GFAP en astrocitos.

En este estudio investigamos si el fragmento reactivo del péptido AB (AB 25-

35), es capaz de inducir la activacién de astrocitos de hipocampo de rata en cultivo.

En primer lugar estudiamos la morfologia de los astrocitos expuestos a distintas
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concentraciones del péptido AP, ya que estas células junto con la microglia
responden a diversos dafios con cambios caracteristicos conocidos como gliosis
(astrocitosis en el caso de astrocitos). Los astrocitos adoptan un “fenotipo reactivo™
caracterizado por una hipertrofia del niicleo y del soma celular, aumento en la
proliferacién y elaboracion de procesos celulares caracteristicos con un incremento
en el contenido de la proteina GFAP. En el caso particular de la EA, los astrocitos
presentan la morfologia caracteristica de gliosis, asi como el aumento en la expresion

de GFAP (Pike y col., 1994), sin induccién de muerte glial (Kato y col., 1997).

Los cultivos de astrocitos empleados fueron de una pureza superior al 98%,
determinada por ausencia de inmunorreactividad con el anticuerpo OX42 (CD11b/c),
caracteristico de microglia, luego de un proceso de purificacion que consta de
enérgica agitacion por 48h (los astrocitos se mantienen adheridos a las placas,
mientras las otras células se desprenden), seguida de incubacion con arabindsido de
citocina (araC), sustancia capaz de producir muerte a células que se replican (Leeds y
col., 2005). Como se parte de una monocapa confluente de astrocitos, es muy
probable que éstos ya no se dupliquen debido a la inhibicién de la replicacion por
contacto (entre las células), y por tanto no son susceptibles de ser eliminados por esta
sustancia. Cabe destacar que el medio de los astrocitos se cambia de DMEM
suplementado con 10% suero bovino fetal, donde fueron crecidos, a Neurobasal
suplementado con N2, férmula sin suero creada por Boltenstein y Sato en 1979
(Castillo-Diaz y col., 2005). Esto es debido a dos razones. Primero, se pretende
eliminar el suero del medio, que es importante en estudios posteriores donde

evitamos interferencias al analizar moléculas liberadas al medio por astrocitos

reactivos. Segundo, en ensayos subsecuentes realizamos estudios en co-cultivos con
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neuronas de hipocampo mantenidas en el medio ya mencionado, es por ello que

procuramos conservar los mismos parametros, y asi poder sacar conclusiones validas.

Por medio del anélisis morfolégico bajo el microscopio 6ptico, encontramos
que células astrogliales expuestas al fragmento téxico del péptido AB (AB 25-35) se
vuelven reactivas (Figura 1), presentando la morfologia caracteristica observada en
casos de astrocitosis por diversos estimulos. A medida que incrementamos la
concentracién de AP en el medio de cultivo, se hace mas evidente el cambio
morfologico. Asi una concentracion de 5 pM no produce cambios considerables,
pero a partir de 10 pM, las células varian su aspecto regular de “sabana™ por el de
células con forma de estrella. (Figura 1 A). Ademds, por inmunofluorescencia
advertimos un aumento de marca para la proteina fibrilar acidica GFAP con las tres
concentraciones del péptido usadas respecto del control. De la misma forma, al
incubar con 10 uM del péptido por 8, 12 y 24 h, la reactividad astrocitaria aumenta
conforme lo hace el tiempo de incubacién, aproximéndose a la producida por el
lipopolisacarido sobre estas células (Figura 1B). Por microscopia confocal (Figura 2)
puede verse en detalle la morfologia caracteristica adoptada y la elaboracién de
procesos conteniendo la proteina GFAP. El control ha sido sobreexpuesto para
apreciar esta diferencia (idem Figura 1A), y en el recuadro inferior se observa la

expresion real de GFAP en astrocitos no estimulados.

7.1.2. Astrocitos reactivos alteran la expresion y liberacion de diversos factores

al medio.

La gliosis es comunmente observada en muchos desoérdenes

neurodegenerativos. La gliosis asociada con las PS es un evento temprano de 1a EA,
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A Control 0 uM

15

Conirol 24 hs

LPS 24 hs

10 pMAB 25-35

12hs

FIGURA 1. AP 25-35 induce la activacién de astrocitos de hipocampo en cultivo.

A. Micrografias de fluorescencia mostrando inmunorreactividad para GFAP (verde)

en astrocitos hipocampales en monocapa confluente (pureza ~98%) expuestos a

distintas concentraciones del péptido AP 25-35 por 24 h. El control ha sido sobre-

expuesto para diferenciar la distribuciéon de la proteina GFAP en la célula. Los

nucleos son identificados con Hoeshst (azul). B. Micrografias de contraste de fase de

astrocitos de hipocampo expuestos a lipopolisacarido bacteirno (LPS) 6 10 uM AB

25-35 por diferentes periodos de tiempo.
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Control 10 uM A 25-35

FIGURA 2. AB 25-35 induce cambios morfologicos en astrocitos de hipocampo
en cultivo. Micrografias de fluorescencia para GFAP (rojo) en astrocitos de
hipocampo con 10 pM AP 25-35 por 24h visualizado por microscopia confocal. El
control ha sido sobre-expuesto para diferenciar la morfologia, la expresion real de

GFAP en el control puede observarse en el recuadro inferior.
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y algunas citoquinas y mediadores inflamatorios producidos por la glia activa
participan en la patogenia de esta enfermedad. En el caso de activacion astrocitaria
por el péptido AP se ha observado la induccion de IL-18 y TNFa (Akama y col.,

1998), activacion de vias MAPK y aumento del factor NFkf3 (Bach y col., 2001).

Evaluamos si existe variacion en los niveles de dos factores liberados por los
astrocitos reactivos por A 25-35: el factor NGF y la produccion de 6xido nitrico.
Analizamos el medio de cultivo de estas células expuestas a distintas concentraciones

del péptido en un rango de 1-20 puM, por diferentes periodos de tiempode 0 a 72 h

7.1.3. Produccion de NGF.

El NGF, primer factor promotor del crecimiento nervioso identificado y pilar de la
teoria neurotréfica, participa en las respuestas inflamatorias dentro y fuera del
sistema nervioso central (Levi-Montalcini, 1996). El NGF ha sido implicado en la
EA (Mufson y col., 1998) y actualmente se conoce que su precursor de 30 kDa,
proNGF, es la forma predominante en cerebro y aumenta en la EA (Fahnestock, y
col., 2001). En nuestros estudios, la activacion astrocitaria con el péptido incrementd
la secrecion de NGF al medio de cultivo en comparaciéon con astrocitos no
estimulados (Figura 3). Observamos por estudios de ELISA que variando la
concentracion de AP sobre astrocitos incubados por 24 h, la secrecion de NGF
aumenta paralelamente con el aumento de concentracion del péptido, siendo

significativo el cambio desde una concentraciéon de 10 uM y llegando a ser

aproximadamente 20 veces mayor al control (10.9 £ 2.1 pg / ml) con 20 uM de

AR (Figura 3). Estos estudios fueron completados con una curva de tiempo utilizando

concentraciones entre 5y 10 uM.
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FIGURA 3. AP 25-35 induce la liberacion de NGF al medio de cultivo por
astrocitos de hipocampo. Astrocitos de hipocampo se trataron con AP 25-35 en las
concentraciones indicadas, y los niveles de NGF en el medio de cultivo se analizaron
por ELISA a las 24h de tratamiento. Los datos se expresan como porcentaje del
control sin el péptido (10.9 + 2.1 pg/ml), media + SEM de cuatro experimentos
independientes (n=4). * Significativamente diferente del control (p<0,05, ANOVA
de una entrada con repeticiones). La post-prueba de tendencia linear resultd
significativa (p<0,05). Todos los tratamientos resultaron diferentes entre si por la

prueba de Tukey-Kramer.



52

Utilizamos este rango por ser, aparentemente, por estudios en la figura 1 y
otros que no se muestran, el desencadenante del fenotipo reactivo. En la Figura 4 se
observan los resultados con 10 uM, donde la liberacion de NGF aumenta
significativamente sobre los valores controles (13.6 pg/ml) desde las 24 h y
disminuye hasta dejar de ser significativo a las 48 h. Entre las 24 y 36 h de
incubacion se produce la mayor liberacion de NGF (superando en promedio las 10
veces respecto del control). Ademas de estudiar el medio de cultivo, analizamos la
expresion del mRNA de NGF en la célula. Aislamos el RNA total, y por RT-PCR
relativa cuantitativa comprobamos que se incrementa el mRNA de NGF conforme
aumenta A en los cultivos incubados por 24 h, siendo el aumento significativo con
la menor concentracién de estimulo utilizada (5 puM, Figura 5) y, en promedio,
aumentando progresivamente hasta ser 5 veces mayor al control con 15 puM del
péptido. Una curva de tiempo de la expresion de mRNA de NGF con 10 uM del
péptido resultd, en promedio, en un aumento significativo de su expresion desde las
16 h, llegando a duplicar los valores control a las 24 h (Figura 6), para dejar de ser
significativo a las 48 h. Luego de estudiar las curvas de dosis-respuesta y tiempo de
liberacion del NGF determinamos conveniente fijar el estimulo a 24 h con una
concentracion de 10 uM A 25-35.

Para determinar si el NGF era liberado en forma de pro-neurotrofina, el
medio de cultivo fue analizado por inmunodeteccion utilizando un anticuerpo
especifico para el pre-prodominio del NGF. Luego de concentrar el medio
aproximadamente 10 veces, inmunoprecipitamos el NGF con un anticuerpo
especifico, y luego inmunodetectamos en las membranas con anticuerpos contra

NGF asi como con un anticuerpo contra el pre-prodominio del NGF.
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FIGURA 4 Astrocitos de hipocampo reactivos por Af 25-35 inducen la
liberacién de NGF al medio de cultivo. Curva de tiempo de la secrecion de NGF
por los astrocitos luego del tratamiento con 10 pM A 25-35. Los niveles de NGF en
el medio de cultivo se analizaron por ELISA a tiempos indicados. Los datos se
expresan en pg/ml (C, 13.67 pg/ml), media £ SEM de cinco experimentos
independientes (n=5). * Significativamente diferente del control. (p<0,05 ANOVA
de una entrada con repeticiones). Se compararon las distintas horas entre si (por
Tukey-Kramer) resultando significativa la diferencia entre el valor a las 24 h del

tratamiento y los demds puntos excepto el de 36 h.
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FIGURA 5. AB 25-35 en distintas concentraciones induce la expresién de
mRNA NGF en astrocitos de hipocampo en cultivo. Induccién de mRNA de NGF
ensayada por RT-PCR de RNA total de astrocitos con diferentes concentraciones del
péptido AB 25-35 incubados 24 h. Los datos se expresan como porcentaje de los
niveles de mRNA NGF en el control (sin estimular), media + SD de 3 experimentos
independientes por duplicado (n=3). * Significativamente diferentes entre si (p<0,05,

ANOVA de una entrada con repeticiones, post-prueba de Tukey-Kramer).). La post-

prueba de fendencia linear resultd significativa (p<0,05).
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FIGURA 6. astrocitos de hipocampo activados con AP 25-35 inducen la
expresion de mRNA NGF en el tiempo. La expresion del RNA mensajero del
factor NGF. se estudié por RT-PCR del RNA total extraido a los tiempos indicados
luego de la exposicion a 10 uM AP 25-35. Los niveles de RNAm de NGF se
expresan como porcentaje del control (C). Cada barra corresponde a la media + SD
de tres determinaciones independientes (n=3) por duplicado.* significativamente
diferente del control. (p<0,05 ANOVA de una entrada con repeticiones). Se comparo
el efecto de las distintas horas entre si (por Tukey-Kramer) resultando significativa la

diferencia entre 16 y 24 h con los tratamientos.
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Utilizamos lipopolisacarido bacteriano (LPS) como control positivo de
activacion astrocitaria, ya que son conocidas sus propiedades de activacion de la glia.
Otro control utilizado fue NGF puro. La presencia del péptido AB en los cultivos
indujo la liberacién de varias especies de mayor peso molecular que el NGF, en su
mayoria de péptidos entre 26 y 35 kDa (Figura 7), ausentes en el medio obtenido de
astrocitos no estimulados. Notablemente, la banda de 13 kDa del NGF no aparece en

los tratamientos ni en los controles, s6lo se observa en la linea del NGF puro.

Los hallazgos que obtuvimos en cultivo celular los investigamos en el ratén
transgénico Tg2576, que sobre-expresa la proteina B-amiloide. Estudiamos por
inmunohistoquimica en rebanadas de cerebro la expresion de NGF. A su vez,
estudiamos la marcacion para la proteina acidica GFAP, para determinar las 4reas de
astrocitosis, las cuales son evidentes rodeando las placas amiloides (teffidas con rojo
Congo) en la zona del hipocampo (Figura 8). Estas inmunodetecciones fueron
realizadas en distintos cortes del mismo ratén, por lo que no podemos concluir que
las marcas de NGF y GFAP coincidan. Sin embargo, como ambas proteinas se
visualizan claramente rodeando las placas amiloides, estos resultados permiten
pensar que los astrocitos podrian ser el tipo celular (atin no identificado) responsable

del aumento de NGF observado en cerebros de pacientes con EA.

7.1.4. Liberacion de 0xido nitrico.

La produccion basal de NO por astrocitos tiene una funcion regulatoria en la

actividad neuronal. Sin embargo, su produccion excesiva media la neurotoxicidad.
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FIGURA 7. Astrocitos de hipocampo estimulados con Af 25-35 inducen la
liberacion al medio de cultivo de formas precursoras de NGF. El medio de
cultivo de astrocitos previamente estimulados con 10 pM AP 25-35 6 LPS (1mg/mL)
por 24 h se estudi6 por inmunoprecipitacién con anticuerpo anti-NGF. La presencia
de especies precursoras de NGF se detecté por western blot con anticuerpos contra
NGF y proNGF. La parte superior de la misma membrana fue sobre-expuesta
respecto de la inferior con el fin de visualizar todas las bandas. Las flechas indican el
sitio de corte realizado a la altura del peso molecular de la inmunoglobulina usada en
la inmunoprecipitacion. C, control. 45, 10 ptM AP 25-35, NGF, control positivo

NGF, LPS, lipopolisacérido bacteriano.
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Tg2576
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FIGURA 8. Astrocitos reactivos de Tg2576 coinciden con la marca de NGF
rodeando los depdésitos amiloides en la regiéon del hipocampo. Rebanadas de
hipocampo de aproximadamente SuM de espesor de ratones transgénicos para APP
Tg 2576 6 controles fueron tratadas por Inmunohistoquimica (tincién con
Diaminobencidina, DAB) para detectar la presencia de GFAP y NGF (en diferentes
cortes histolégicos del mismo ratéon). Ambas proteinas se observan principalmente
rodeando las placas amiloides (contratefiidas con Rojo Congo) en el ratéon
transgénico, mientras que se hallan dispersas (y son menos intensas) en el control. La
marca para GFAP revela la morfologia caracteristica de astrocitos reactivos. En el
caso de NGF, se utiliz6 un kit de amplificacion con tiramida para aumentar la sefial.

Los nucleos celulares se tifieron con hematoxilina.
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Existen evidencias de un aumento de dxido nitrico en la EA (Wallace y col.,
1997; Simic y col., 2000; Heneka y col., 2001; de la Monte y col., 2003). Asi, el
siguiente paso fue analizar si los astrocitos expuestos al péptido Af liberan mayor
cantidad de NO al medio que en condiciones control. La técnica utilizada para este
estudio fue cuantificar los metabolitos finales de NO en el medio de cultivo. Esta
técnica es muy empleada, ya que la efimera vida media de este radical en cultivo
dificulta el estudio directo de su produccion. El NO interactia en cuestion de
segundos con moléculas del medio, y los metabolitos finales de dichas reacciones
son los iones mitrito (NO;) y nitrato (NOs). En este estudio no aplicamos
directamente los parametros de estimulo fijados para el NGF, sino que realizamos
curvas de concentracion 6ptima del péptido y de tiempo de incubacion. En la Figura
9 se observa que la produccién de iones nitrito y nitrato tiende a aumentar en
promedio conforme incrementa el péptido en el medio de cultivo de astrocitos
incubados por 24 h, siendo el aumento significativo respecto del control a partir de
10 uM del péptido. Si analizamos en una curva de tiempo con un estimulo de 10 uM
AP 25-35 observamos que en promedio existe una tendencia a aumentar la
produccién de los iones, siendo el aumento significativo sobre los valores control a
partir de las 8 h de tratamiento (Figura 10) y hasta las 24 h, ya que posteriores
tiempos no muestran cambio significativo con las 24 h. El estudio de estas curvas nos
permiten inferir que los parametros de estimulo anteriormente fijados elevaban en
promedio aproximadamente 6 veces la liberacion de NO al medio respecto del

control (Saez y col., 2004).

Al igual que con NGF, analizamos en cultivos de astrocitos estimulados con

10 pM AP 25-35 la expresion del mRNA para la enzima iNOS (inducible). En la
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FIGURA 9. Astrocitos de hipocampo estimulados con distintas concentraciones
de AP 25-35 inducen la produccién de NO. Curva de secrecion de iones nitrito y
nitrato (determinantes de la produccién de NO) luego del tratamiento de astrocitos
hipocampales con variables concentraciones del péptido AP 25-35 por 24h. Los
niveles de nitrito y nitrato en el medio de cultivo fueron determinados por un ensayo
colorimétrico basado en la reaccion de Griess. Los datos se expresan como
porcentaje de los niveles de los iones en el control, media + SD de 3 experimentos
independientes por duplicado (n=3). * Significativamente diferente del control
(p<0,05 ANOVA de una entrada con repeticiones, post-prueba de Tukey-Kramer) y

de las concentraciones menores del péptido. La post-prueba de tendencia linear

resulto significativa (p<0,05).
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FIGURA 10. Astrocitos reactivos estimulades con AP 25-35 inducen la
liberacion de NO al medio de cultivo en el tiempo. Astrocitos de hipocampo
fueron tratados con 10uM del péptido AP 25-35 por los tiempos indicados y los
niveles de'secreci('m de iones nitrito y nitrato en el medio de cultivo fueron
determinados por un ensayo colorimétrico basado en la reaccién de Griess. Los datos
se expresan como porcentaje de los niveles de los iones en el control, media + SD de
3 experimentos independientes por duplicado (n=3). * Significativamente diferente
del control (p<0,05, ANOVA de una entrada con repeticiones, post-prueba de Tukey-
Kramer). #, Significativamente diferente (p<0,05) de valores obtenidosa 8 y 12h. La

post-prueba de fendencia linear resulté significativa (p<0,05).
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Figura 11 se observa una diferencia significativa en la induccion de mensajero iNOS

respecto del control a las 24 h de estimulacién con el péptido (Saez y col., 2004).

A las 48 h del tratamiento, los niveles de mRNA de la enzima no son
distintos significativamente del control. El andlisis de mRNA con distintas
concentraciones de péptido (Figura 12) determina que en promedio existe un
aumento de mRNA iNOS conforme se eleva el péptido en el medio, siendo
significativo el aumento a partir de 5 uM AP 25-35 y alcanzando valores 5 veces
mayor a los valores control con 15 pM de péptido. Por dltimo estudiamos la
expresion de la enzima NOS en sus isoformas iNOS y nNOS en astrocitos
estimulados, y vimos por Western blot que ambas enzimas se encueniran
notablemente inducidas 24 h luego del estimulo (Figura 13; Saez y col., 2004). En la
figura 14 se observa un estudio mas detallado de la expresion de iNOS, dado por la
realizacion de curvas de expresion en el tiempo y con distintas concentraciones del
péptido. En la parte 4 de la figura 14 puede verse que los astrocitos incrementan de
forma significativa la expresion de iNOS respecto del control con 10 y 15 uM AR
25-35 alas 24 h de incubacion. Por otro lado, en la parte B se estudi6 la expresién de
iINOS en el tiempo con 10 uM AR 25-35. Se observa que a las 12, 24 y 48 h es

significativo el aumento respecto del control.

Asi, la presencia de 10 pM AP 25-35 en el medio de cultivo de astrocitos de
hipocampo de rata por 24 h produce la activacién de la astroglia, caracterizada
morfolégicamente y por el incremento de marca para GFAP, y se induce la expresion

y liberacion de NGF y especies precursoras del mismo, junto con el estimulo de la

enzima iNOS, el aumento de expresién de iINOS, nNOS vy la superproduccion de NO.
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FIGURA 11. AB 25-35 induce la expresion de mRNA de iNOS en astrocitos de
hipocampo.. Induccién de mRNA de la enzima iNOS medida por RT-PCR a partir
del RNA total de astrocitos tratados con 10uM AP 25-35 por variables periodos de
tiempo. Los datos se expresan como porcentaje de los niveles de mRNA iNOS en el
control, media = SD de 3 experimentos independientes por duplicado (n=3).
*significativamente diferente del control (p<0,05, ANOVA de una entrada con
repeticiones). #, Significativamente diferentes (p<0,05) entre si (post-prueba de

Tukey-Kramer).
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FIGURA 12. Astrocitos de hipocampo estimulados con distintas concentraciones
de AP 25-35 aumentan la expresion de mRNA de iNOS. La induccién de mRNA
de la enzima iNOS se ensayé por RT-PCR a partir del RNA total de astrocitos
tratados con diferentes concentraciones del péptido Ap 25-35 por 24h. Los datos se
expresan como porcentaje de los niveles de mRNA iNOS en el control, media + SD
de 3 experimentos independientes por duplicado (n=3). * Significativamente
diferentes entre si (p<0,05, ANOVA de una entrada con repeticiones, post-prueba de

Tukey-Kramer). La post-prueba de tendencia linear resultd significativa (p<0,05).
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FIGURA 13. Astrocitos estimulados con AP 25-35 inducen la expresion de
isoformas de NOS. A partir de extractos celulares de astrocitos de hipocampo
estimulados con 10 uM A 25-35 p;)r 24h se analizaron las protefnas por ensayos de
Western blot para detectar la expresion de iNOS y nNOS con anticuerpos
especificos para cada isoforma. La expresion de tubulina se utiliz6 como control
interno. Los datos del histograma se expresan como porcentaje de los niveles de

proteina en el control, media = SD de 3 (n=3) experimentos independientes por

duplicado. * Significativamente diferente del control (p<0,05, prueba ¢ de Student).
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FIGURA 14. Astrocitos reactivos con AP 25-35 inducen la expresién de iNOS.
Astrocitos de hipocampo estimulados con el péptido AP 25-35 en distintas
concentraciones (A) por 24h 6 con 10uM a distintos tiempos (B) se lisaron y las
proteinas c;mtenidas en los extractos se analizaron por ensayos de Western blot para
detectar la expresion de iNOS con anticuerpo especifico. La expresion de tubulina se
utiliz6 como control interno. Los datos de los histogramas se expresan como
porcentaje de los niveles de proteina en el control, media + SD de 3 (n=3)
experimentos independientes por duplicado. *significativamente diferente del control
(p<0,05, ANOVA de una entrada con repeticiones). ). #, Significativamente
diferentes entre si (p<0,05, post-prueba de Tukey-Kramer). La post-prueba de

tendencia linear resulté significativa (p<0,05) para ambos histogramas.
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7.2. ASTROCITOS REACTIVOS POR AB AFECTAN LAS NEURONAS DE

HIPOCAMPO EN CO-CULTIVO.

El efecto de factores astrogliales sobre células neuronales se estudid en co-
cultivos de neuronas y astrocitos provenientes del hipocampo de ratas. Para ello se
disefio un método experimental en el cual los astrocitos crecidos en cubreobjetos
modificados son colocados sobre las neuronas cultivadas en placas de Petri (Figura
15). Alternativamente las neuronas se cultivan en los cubreobjetos exponiéndolas a
astrocitos crecidos en placas. Los astrocitos se estimulan de forma previa con 10 uM
del péptido AP 25-35 por 24 h en el medio neuronal sin suero (Neurobasal
suplementado con N2) y luego se lava exhaustivamente el AP de la solucidn y se
pone en contacto el cubreobjetos conteniendo la monocapa de astrocitos con las

neuronas crecidas en la placa de Petri, estableciéndose el co-cultivo

7.2.1. Astrocitos reactivos inducen la hiperfosforilacion de tau en neuronas de

hipocampo en co-cultivo.

El primer paso fue estudiar si astrocitos estimulados con el péptido AB 25-35
por 24 h eran capaces de inducir sobre neuronas en co-cultivo la hiperfosforilaciéon
de la proteina tau en epitopes caracteristicos de la EA, detectado con los anticuerpos

especificos PHF1 y AT8. Como se observa en la Figura 16, distintas concentraciones
del péptido en un rango de 5-15 pM sobre los astrocitos produce la hiperfosforilacién
de tau, la cual aumenta significativamente respecto del control, sin el péptido, para
las concentraciones de 10 y 15 pM. De la misma forma, el anticuerpo AT8 también
fue capaz de detectar hiperfosforilacion de tau en co-cultivos tratados previamente

con ¢l péptido.
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FIGURA 15. Esquema del co-cultivo. (ver explicacién en el texto).
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FIGURA 16. Astrocitos reactivos con AP 25-35 inducen la hiperfosforilacion de
tau en neuronas de hipocampo en co-cultivo. Astrocitos hipocampales crecidos en
cubreobjetos modificados fueron expuestos al péptido AP 25-35 por 24h en distintas
concentraciones (A) 6 10 uM , y luego de lavar exhaustivamente el péptido, se
montaron sobre una monocapa de neuronas hipocampales de 5 dias en cultivo. Las
neuronas se lisaron luego de 24h en co-cultivo y con el extracto de proteinas se
realizé un western blot con el anticuerpo PHF1 (A) y AT8 (B) contra epitopes del
tipo Alzheimer (fosforilaciones especificas) en la proteina tau. En B, el control es un
cultivo puro de neuronas. La expresion de actina (A) y tubulina (B) se utilizé como
control interno. Los datos de los histogramas se expresan como porcentaje de los
niveles de proteina en el control, media £ SD de 4 experimentos independientes por
duplicado. * Significativamente diferentes entre si (p<0,05, 4: ANOVA de una
entrada con repeticiones, post-prueba de Tukey-Kramer; B: prueba ¢ de Student ). La

post-prueba de tendencia linear resultd significativa (p<0,05) para el histograma 16A.
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En la figura 17 utilizamos una concentracion de 10 uM AP 25-35 6 del
péptido invertido, 35-25, por 24 h sobre los astrocitos y analizamos el efecto en los
co-cultivos. Como puede verse, la hiperfosforilacion de tau es especifica para la

induccion con el fragmento reactivo 25-35 del péptido.

7.2.1.1. La hiperfosforilacién de tau neuronal es dependiente del NO astrocitario

Valiéndonos de la farmacologia apropiada para el caso, utilizamos el
inhibidor de la enzima NOS L-NAME (Nitro-L-arginina-metil-ester), que inhibe
cualquiera de sus isoformas por competir con la arginina endégena utilizada como
sustrato para la produccién de NO. La adicion de este inhibidor al medio en una
concentracion 1 mM produjo un aumento en la hiperfosforilacién de la proteina tau
de aproximadamente 2 veces comparado con el incremento de 3,4 veces obtenido en
los co-cultivos (Figura 18). Esto indica una clara participacién de NO en la via que
induce la fosforilacién de tau, y este interesante resultado fue publicado por nuestro

grupo (Saez y col., 2004).

7.2.2. Expresion de receptores para NGF.

En la literatura se encuentran pocos estudios que traten la relacion que existe
entre el AB, los astrocitos y los receptores de NGF p75 y trkA. La mayoria de estos
estudios se centran en la expresion de los receptores en pacientes con Alzheimer o
modelos de esta patologia, donde se cita un indiscutible aumento del receptor de baja
afinidad p75 (Hu y col., 2002; Olivieri y col., 2002; Emfors y col., 1990; Mufson y
Kordower, 1992). Los datos no resultan tan claros en €l caso de trkA, ya que algunos
estudios no muestran cambios significativos en su expresion (Mufson y col. 2002),

mientras que otros presentan una disminucion de la misma (Boissiere y col., 1997,
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FIGURA 17. Astrocitos reactives con AP 25-35 y no con AP 35-25 inducen la
hiperfosforilacién de tau en neuronas de hipocampo. Astrocitos de hipocampo en
cultivo fueron estimulados con 10 pM AP 25-35 6 AP 35-25 por 24h y luego
puestos en .contacto con neuronas de hipocampo (5D) estableciéndose el co-cultivo.
Después de 24h de tratamiento las neuronas se lisaron y se realizé un ensayo de
western blot con los extractos celulares para detectar la presencia de la proteina tau
en su forma hiperfosforilada en epitopes tipo Alzheimer, detectada con los
anticuerpos especificos PHF1 y AT8. La expresion de actina se utilizé como control
interno. Los datos se expresan como porcentaje de los niveles de proteina en el

control, media = SD de 3 (n=3) experimentos independientes por duplicado. *

Significativamente diferente del control (p<0,05, prueba ¢ de Student).
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FIGURA .18. Astrocitos reactivos inducen la hiperfosforilacion de tau
dependiente de NO en neuronas en co-cultivo. Astrocitos de hipocampo tratados
con 10uM AB25-35 por 24h se montaron sobre una monocapa de neuronas y la
hiperfosforilacién de la proteina tau se detecté por western blot con anticuerpo anti-
PHF1. C, neuronas en co-cultivo con astrocitos control; A8, neuronas en cocultivo
_ con astrocitos estimulados con 10 uM AB 25-35 por 24h; L-NAME, idem 2 con L-
NAME (1mM). Los datos del histograma estdn expresados como porcentaje del
control, media + SD de tres experimentos independientes (n=3) realizados por
duplicado. *Significativamente diferentes entre si (p<0,05, ANOVA de una entrada

con repeticiones, post- prueba de Tukey-Kramer).
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Mufson y col., 1997, 2000; Hock y col., 1998, 2000; Marinelli y col., 1999,
Savaskan y col., 2000; Friedman, 2000; Dubus y col., 2000; Chu y col., 2001;
Olivieri y col., 2002). Ademas, se ha visto que AP interactiia directamente con los
trk, y Yaar y su equipo (1997) encontraron que el AP se une directamente a p75, y

esta union puede provocar apoptosis (Kuner y col., 1998).

En nuestro estudio, los astrocitos reactivos por previa incubacion con 10 uM
AP 25-35 fueron capaces de inducir en las neuronas el aumento en la expresion de
p75 (Figuras 19 y 20) dependiente de NGF (Figura 19) ya que la adicién de un
anticuerpo con actividad bloqueadora para esta neurotrofina revierte el aumento en la
expresion del receptor evidenciada en las micrografias por inmunofluorescencia.
Ademis, la incubacion de los co-cultivos a distintos tiempos (Figura 20) muestra que
la expresion de p75 se encuentra en promedio aumentada significativamente sobre el
valor control desde las 12 h, siendo el aumento de 4.5 veces respecto del control a las
36h. El cambio de los niveles de expresion del receptor p75 no aparece acompafiado
de un cambio apreciable en la expresion del receptor de alta afinidad para NGF TrkA
(Figura 21, A), ya que el mismo no aumenta significativamente respecto de los
valores control, como si lo hace p75. La adicién de anticuerpos con actividad
bloqueante para p75 (no se muestra) o NGF (Figuras 19) a los co-cultivos impide la
induccién de p75. Estos resultados eran predecibles, ya que p75 se induce en
condiciones de dafio donde hay activacion de la glia. Lo sorprendente fue no
encontrar variacion en los niveles de trkA, pero este resultado nos permite acotar los
planteamientos de resultados posteriores casi exclusivamente a la modificacion en la

expresion de p75, que representa un cambio en la proporcion entre p75 y trkA.
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FIGURA 19. Astrocitos reactivos con AB 25-35 inducen la expresion de p75
dependiente de NGF en neuronas hipocampales en co-cultivo. Micrografias de
fluorescencia (arriba) mostrando reactividad para p75 (verde) en neuronas de
hipocampo incubadas 48h con astrocitos estimulados 24h con vehiculo (control) 6
10 uM AP 25-35 (AB). Al momento del co-cultivo se adicioné anticuerpo anti-NGF

donde se indica. Los paneles inferiores muestran las células en contraste de fases.
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FIGURA 20. Astrocitos reactivos con AP 25-35 inducen la expresién de p75 en
neuronas de hipocampo en co-cultivo. Astrocitos previamente estimulados 24h con
10pM AP25-35 se lavaron y Ilnego fueron montados sobre una monocapa de
neuronas hipocampales. Los co-cultivos se mantuvieron por 12, 24 y 48h y los
lisados neuronales fueron procesados por Western blot con anticuerpo especifico para
el receptor de baja afinidad para NGF, p75. C; las neuronas se incubaron sin
astrocitos; C1, las neuronas fueron incubadas 24h con astrocitos sin estimular. Los
datos del histograma se expresan como porcentaje de los valores del control (C),
media + SD de fres experimentos independientes (n=3) realizados por duplicado
*significativamente diferentes entre si (p<0,05, ANOVA de una entrada con
repeticiones; comparaciones multiples con Tukey-Kramer). La post-prueba de

tendencia linear resulté significativa (p<0,05). )
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FIGURA 21. Astrocitos reactivos inducen la hiperfosforilacién de tau
dependiente de p75 en neuronas de hipocampo en co-cultivo. Astrocitos
previamente estimulados 24h con 10pM AP25-35 se lavaron y luego fueron
montados sobre una monocapa de neuronas hipocampales. Los co-cultivos se
mantuvieron por 24h y los lisados neuronales fueron procesados por Western blot
con anticuerpos contra los receptores de alta y baja afinidad de NGF (4, TrkA y p75)
y para epitopes especificos de la EA (B, PHF1 y ATS). Ctrl., neuronas hipocampales

con astrocitos no estimulados; 45, co-cultivo de neuronas con astrocitos estimulados

(10 uM AP 25-35); aNGF, ap75, idem Af con anticuerpos bloqueadores. La

expresion de actina se utilizé como control interno. Los datos se expresan como
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porcentaje del control, media + SEM de cuatro experimentos independientes (n=4)
realizados por duplicado.* Significativamente diferente del control, #
significativamente diferente del tratamiento con el péptido (p<0,05, ANOVA de

doble entrada con post-prueba de Bonferrini).

7.2.2.2. En la hiperfosforilacion de tau participa la via NGF/p7S.

La expresion de p75 aumenta la toxicidad del péptido AB (Rabizadeh y col.,
1994), y la expresion de este receptor se ha visto que coincide con neuronas que
poseen tau hiperfosforilada en la EA (Hu y col., 2002). En nuestro estudio, la
activacion del receptor de baja afinidad para NGF claramente influye en la
desregulacion de sistemas quinasas responsables de fosforilar tau (Figura 21, B). El
incremento en los patrones de fosforilacion de la proteina tau en epitopes PHF1 y
ATS8 es dependiente, al menos en parte, de NGF y p75 debido a que el uso de
anticuerpos que bloquean NGF o p75 logra reducir significativamente la
fosforilacion de tau cuando se adicionan a los co-cultivos (Figura 21, B y Figura 22).
Los anticuerpos utilizados para detectar tau (PHF1 y AT8) revelan muchas veces
(Figuras 18, 21, 28 y 39) méas de una banda en los inmunoblots. Esto es debido a que
detectan mdas de una de las 6 isoformas de tau (Spillantini y col., 1998). Para la
cuantificacion de la reactividad se toman siempre todas las bandas que aparecen entre
59-72 kDa, pero es importante mencionar que si se utilizaran para cuantificar algunas
de las mismas, como la banda superior, la diferencia entre controles y tratamientos
probablemente seria m4s significativa. Cabe destacar que en el ensayo se incluyeron
importantes controles (no se muestran aqui): neuronas solas, que poseen cantidades

basales de tau hiperfosforilada; y neuronas en co-cultivo con astrocitos no



N

78

estimulados con el péptido, donde la hiperfosforilacion de tau es semejante a los
niveles basales antes mencionados, indicando que la presencia de astrocitos no
induce la hiperfosforilacién de tau. Otfro control son las neuronas cultivadas
directamente con 10 uM del péptido AB 25-35, que luego de 24 h inducen la

hiperfosforilacion de tau.

7.2.3. Los astrocitos reactivos inducen muerte celular a neuronas de hipocampo
en co-cultivo.

La activacion astrocitaria por el péptido AP aumenta la apoptosis de neuronas
hipocampales en cocultivo (Malchiodi-Albedi, 2001). Este hecho, sumado a los datos
en la literatura y los hallados en este estudio de la participacion del receptor p75 en la
neurotoxicidad inducida por el péptido A, nos llevaron al proximo paso: investigar
si astrocitos estimulados con AP inducian la muerte de neuronas en co-cultivo.
Siguiendo el mismo protocolo de trabajo que utilizamos en el estudio de la
hiperfosforilacion de tau, las neuronas viables expuestas a astrocitos reactivos fueron
contadas luego de permanecer en co-cultivo por 24, 48 y 72 h. En la Figura 23 se
observa que a partir de las 36 h ya es significativa la muerte de neuronas, y alas 72 h
se aprecia un porcentaje de muerte del orden de 50% del total de las células. La
muerte neuronal fue estudiada también como control con el método del 3-/4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2, 5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) modificado (Liu y col,

1997), pero como los valores fueron semejantes no se incluyeron en el trabajo.

7.2.3.1. Las nenronas mueren por apoptosis dependiente de la via p75.

El receptor de baja afinidad para NGF p75 se ha visto involucrado en muerte

celular por apoptosis. En este contexto, realizamos estudios en co-cultivos de
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control
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FIGURA 22. Astrocitos reactivos con AP 25-35 inducen
hiperfosforilacion de la proteina tau y muerte neuronal dependiente de p75.
Micrografias de fluorescencia mostrando hiperfosforilacion de tau (PHFI, rojo) y
apoptosis (casp-3 hidrolizada, verde) en neuronas de hipocampo previamente en co-
cultivo por 48h con astrocitos estimulados 24h con vehiculo (control) 6 10 uM A
25-35 (AB). Los co-cultivos se mantuvieron en presencia de anticuerpos

bloqueadores donde se indica (aNGF, ap75).
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FIGURA 23. Astrocitos reactivos con Ap 25-35 inducen la muerte retardada
de neuronas hipocampales en co-cultivo celular. Neuronas hipocampales en
co-cultivo con astrocitos previamente estimulados con 10puM del péptido AB 25-
35 (24 h) son mantenidas por 24, 36, 48 y 72 h para determinar luego la
viabilidad celular mediante conteo directo de células con neuritas intactas. Los
datos se expresan como porcentaje de cada control, media + SD de 6
experimentos independientes (n=6) realizados por duplicado. *Significativamente

diferentes entre si (p<0,05, ANOVA de doble entrada, post-prueba de

Bonferrini).
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neuronas y astrocitos de hipocampo estimulados con el péptido AB a los que
adicionamos los inhibidores de la via de las caspasas DEDV-fmk y VAD-fmk. Luego
de 72 h en cultivo, la adicién de los inhibidores (Figura 24) previno la muerte
neuronal inducida por astrocitos bajo estimulo con el péptido. Complementariamente
inmunodetectamos por fluorescencia la proteina caspasa-3 hidrolizada en cultivos de
neuronas de hipocampo en contacto directo con astrocitos o con el medio
condicionado de los mismos. Esta enzima participa como ultimo eslabén en la
cascada apoptdtica, y su estado activo es determinado por la hidrélisis. Las
micrografias de la Figura 22 muestran ademds, que la marca para la caspasa 3
hidrolisada se pierde al poner en los cultivos anticuerpos que bloquean el efecto del
NGF o de p75. Estos resultados apoyan la hipdtesis de muerte neuronal por
apoptosis, via en la que claramente participan NGF y p75. La supervivencia neuronal
a las 72 h no muestra diferencia significativa respecto del control cuando se emplean
los anticuerpos que bloquean la actividad del NGF asi como la del receptor p75 en
los co-cultivos de neuronas y astrocitos estimulados (Figura 24). Esto permite inferir
que la via p75 claramente es inductora de muerte neuronal por apoptosis en nuestro

modelo, inducida por el NGF liberado por astrocitos.

7.2.3.2. E1 NO participa en la muerte neuronal.

El préximo paso fue incluir el inhibidor de NOS L-NAME en los co-cultivos,
como en €l estudio de la hiperfosforilacién de tau, para analizar la participacion del
NO en la muerte neuronal. Con L-NAME la muerte celular inducida por los
astrocitos a las 72 h no presenta diferencia significativa respecto del control (Figura

25).
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FIGURA 24. Astrocitos reactivos inducen muerte neuronal por apoptosis
dependiente de p75 en neuromas de hipocampo enm co-cultivo. Astrocitos
previamente estimulados 24h con 10pM AP 25-35 se lavaron y fueron luego
montados sobre una monocapa de neuronas hipocampales. Los co-cultivos se
mantuvieron en presencia de los inhibidores de caspasas DEVD-fmk y VAD-fmk ¢
de anticuerpos con actividad bloqueadora para NGF o p75. La viabilidad neuronal se

determind a las 72 h por conteo directo de las células con neuritas intactas. Los datos
se expresan como porcentaje del control, media + SD de tres experimentos
independientes (n=3) realizados por duplicado. *Significativamente diferente
(p<0,05) del control y los otros tratamientos (ANOVA de una entrada con

repeticiones, post-prueba de Tukey-Kramer).
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FIGURA 25. Astrocitos reactivos inducen muerte neuronal dependiente de NO
y NGF en neuronas de hipecampo en co-cultivo. Astrocitos de hipocampo se
estimularoﬁ 24 h con 10 uM AB 25-35, luego se lavaron y fueron montados sobre
una monocapa de neuronas hipocampales. Los co-cultivos se mantuvieron en
presencia de 1mM L-NAME vy anticuerpo anti-NGF con actividad bloqueadora
donde se indica. La viabilidad neuronal se determiné a las 72 h por conteo directo de

las células con neuritas intactas. Los datos se expresan como porcentaje del control,
media + SD de cuatro experimentos independientes (n=4) realizados por duplicado.
*significativamente diferente del control (p<0,05, ANOVA de una entrada con
repeticiones). #, significativamente diferente del tratamiento con el péptido (p<0,05,

post-prueba de Tukey-Kramer).
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7.2.4. NO y NGF intervienen en la neurotoxicidad inducida por AP.

En un intento de unificar los resultados anteriores, agregamos L-NAME junto
con el anticuerpo que bloquea NGF. En la Figura 25 se observa que con el agregado
de ambos compuestos la induccion de muerte celular por los astrocitos a las 72 h no
es significativamente diferente del control. Al estudiar la hiperfosforilacion de tau, el
agregado del inhibidor y el anticuerpo con actividad blogueante (como en el caso
anterior) no producen cambio significativo en la hiperfosforilacion de tau respecto
del control, y a su vez difiere del aumento producido por el péptido (Figura 26). Esto

confirma la participacién de NGF y NO en los dos eventos celulares estudiados.

7.2.5. NO neuronal

Debido que el NO posee una vida media muy corta, analizamos si existe,
ademas del NO astrocitario, un incremento de la produccién de NO por las neuronas
al ser cultivadas con astrocitos previamente estimulados con AP, que contribuya al
deterioro neuronal. Estudiamos la induccion de isoformas de la enzima 6xido nitrico
sintetasa (NOS) en neuronas luego de 48 y 72 h en co-cultivo con astrocitos
estimulados. En la Figura 27 se observa un aumento significativo de ambas
isoformas a las 48 h de co-cultivo con astrocitos estimulados. A las 72 h los niveles
de nNOS se mantienen aumentados respecto del control, mientras que iNOS no
presentd cambio significativo. Este resultado predice que el aumento de NO es
mucho mayor y sostenido de lo esperado, debido a la contribucion ir situ del NO

neuronal.
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FIGURA 26. La hiperfosforilacién de tau en neuronas de hipecampo en co-

cultivo con astrocitos depende de NO y NGF. Astrocitos de hipocampo tratados
con 10uM Af25-35 por 24h se montaron sobre una monocapa de neuronas y la
hiperfosforilacién de la proteina tau se detecté por western blot con anticuerpo anti-
PHF1. C, neuronas en co-cultivo con astrocitos control; Af, neuronas en co-cultivo
con astrocitos estimulados con 10 uM AB 25-35 por 24h; L-NAME, idem Af con L-
NAME (ImM); L-NAME+aNGF, idem L-NAME con anti-NGF. Los datos del
histograma estin expresados como porcentaje del control, media + SD de tres
experimentos independientes (n=3) realizados por duplicado. *significativamente
diferente del control (p<0,05, ANOVA de una entrada con repeticiones). #,

Significativamente diferente de 48 ( p<0,05, post-prueba de Tukey-Kramer).
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FIGURA 27. Astrocitos reactivos inducen la expresién de iNOS y nNOS en
neuronas hipocampales en co-cultivo. Astrocitos de hipocampo tratados con 10 uM
AB 25-35 por 24h se montaron sobre una monocapa de neuronas y luego de 48h (4)
6 72h (B) se determiné la expresion iNOS y nNOS por Western blot. Los datos del
histograma estan expresados como porcentaje del control, media + SD de tres
experimentos independientes (n=3) realizados por duplicado. * Significativamente

diferente del control (p<0,05, ANOVA de doble entrada con post-prucba de

Bonferrini).
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7.3. EL MEDIO DE ASTROCITOS MEDIA NEUROTOXICIDAD.

7.3.1. Induccion del receptor p75 y la hiperfosforilacion de tau.

Luego nos preguntamos si el medio de cultivo obtenido de la astroglia
previamente estimulada con AP era capaz de inducir el mismo efecto sobre neuronas
puras en cultivo. Es decir, si los factores liberados al medio por los astrocitos
estimulados con el péptido, recuperados mediante la rigurosa extraccion del mismo,
podian imitar la induccion de la fosforilacién de la proteina tau neuronal al verterse
éste sobre neuronas de hipocampo. En la Figura 28 se observa que el medio
condicionado de los astrocitos aumenta significativamente la hiperfosforilacién de la
proteina tau detectada con los nticuerpos PHF1 y ATS8. Este aumento no es
significativo cuando se agrega el anticuerpo anti-p75. Ademas, en la misma figura
también se observa el aumento en la expresion de p75 conseguido utilizando el
medio condicionado sobre las neuronas. Los mismos resultados pueden observarse
en las micrografias de fluorescencia de la Figura 29, donde las neuronas en co-
cultivo con astrocitos estimulados o con el medio extraido de los mismos son

inmunomarcadas con el anticuerpo para tau hiperfosforilada PHF1.

7.3.2. Muerte neuronal.

El anélisis del comportamiento del medio de cultivo de los astrocitos
estimulados sobre las neuronas resultdé en la activacion de la via de las caspasas
(Figura 29), y también se indujo muerte neuronal significativa a partir de las 24 h
(Figura 30). No existe diferencia significativa entre la muerte producida por el medio

condicionado y los astrocitos estimulados con Af.




88

— A

B ctrl ap75 NGF

ctrl Ap . sy oo

Nmi »»»} PHF1 v smiaainmes o

p75 .i "‘Wl,;, e .
AT8 L. - M St
actin =zx —
S actin  comuge Eu TS SO
700 - PHF1 ATS8
400 - * *
600 -
%
= #
= O 500 -

§ 300 + ‘E N
}OE 8 400 - 'I
O -
o
5 200 < 300 - T {i{‘»a;
= ~
) Q- - # I f
Sy ] c ™ il
100 l-}l ﬂ ﬂ
0 0 | h§

ctri AP 65\ @6\0"2" c';é\ ‘bé\"gg
Ap Ap

FIGURA 28. El medio condicionado de astrocitos reactivos induce en
neuronas la hiperfosforilacién de tau y la expresion de p75. Astrocitos fueron
estimulados 24h con 10 uM AP 25-35, luego el medio condicionado se adiciono
sobre una monocapa de neuronas hipocampales de 5 dias, y fueron mantenidas
24h. Los lisados neuronales se procesaron por Western blot para detectar la
hiperfosforilacion de tau con anticuerpos PHF1 y AT8 (B) y la expresion de p75
(A) con anticuerpo especifico para dicho receptor. Control, neuronas con el

medio de astrocitos sin estimular; A8, neuronas con medio condicionado de
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astrocitos estimulados; ap75, idem AP con anticuerpo bloqueador para p75;
NGTF, cultivo de neuronas con el medio de astrocitos no estimulados a las que se
adiciond 100 ng/ml NGF puro. Los datos se expresan como porcentaje del
control (NH), media + SEM de cuatro experimentos independientes (n=4)
realizados por duplicado. *significativamente diferente del control (p<0,05,
prueba ¢ de Studemt para A y ANOVA de doble entrada para B). #,
significativamente diferente del tratamiento con el medio condicionado (p<0,05,

prueba de Bonferroni).
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Control medio condicionado

FIGURA 29. El medio condicionado de astrocitos reactivos induce la
hiperfosforilacion de tau y la activacion de la via de las caspasas.
Micrografias de fluorescencia mostrando hiperfosforilacion de tau (PHF1, rojo) y
activacion de la via de caspasas apoptoticas (casp-3 hidrolizada, verde) en
neuronas de hipocampo incubadas 48h con el medio de cultivo condicionado

extraido de astrocitos estimulados 24h con vehiculo (control) 6 10 uM A 25-35

(AB). Se adicionaron anticuerpos bloqueadores donde se indica (aNGF, ap75) al

momento de incubacion con el medio condicionado.
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FIGURA 30. El medio condicionado de astrocitos reactivos induce muerte
neuronal. Sobrevida de neuronas hipocampales luego de 24h con astrocitos
reactivos (10 pM AP 25-35) 6 con el medio extraido de estos. CM, medio
condicionado de astrocitos. La sobrevida neuronal se determiné a los tiempos
sefialados por conteo directo de las células con neuritas intactas. Los datos se
expresan como porcentaje del control, media + SD de cuatro experimentos
independientes (n=4) realizados por duplicado. *Signiﬁcativmente diferente del

¥

control 6 CM (p<0,05, ANOVA de doble entrada con post-prueba de Bonferrini).
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7.4. NO Y NGF INDUCEN FENOTIPO NEUROTOXICO EN NEURONAS DE

HIPOCAMPO.
7.4.1. NO exégenamente adicionado a los cultivos produce neurotoxicidad

Para profundizar en los estudios de la participacion de NO, nos valimos de
una tactica que consiste en aplicar sobre las neuronas de hipocampo una generacién
continua de concentraciones relevantes fisiolégicamente de NO, logradas por
administracion de 10 pM NOC-18, el cual no afecta la viabilidad celular.
Investigamos si NOC-18 asi administrado era capaz de inducir los fenotipos
neurotdxicos antes estudiados en co-cultivo. La Figura 31 (Saez y col., 2004)
muestra un incremento significativo en la hiperfosforilacion de tan cuando las
neuronas fueron tfratadas con el donante de NO, NOC-18 respecto de neuronas
control. Ademds, la administracién de NOC-18 indujo muerte neuronal significativa
a las 72 h de tratamiento (Figura 32). Estos resultados confirman que la produccién
de NO es importante para los cambios observados en los patrones de fosforilacién de

tau,y para la induccion de muerte neuronal.
7.4.2. NGF imita la neurotoxicidad indu cida por astrocitos reactivos.

Valiéndonos de datos publicados por Pehar en el estudio de la enfermedad
ELA, repetimos el experimento de adicionar exdégenamente NGF en dos
concentraciones (50 y 100 ng/ml, de acuerdo con los datos previamente publicados,
Pehar y col., 2004) sobre co-cultivos no estimulados con el péptido AP, o sobre
neuronas puras en cultivo. Los resultados muestran que se produce muerte

significativa de neuronas con las dos concentraciones de NGF a las 72 h (figura 33).
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FIGURA 32. Viabilidad de neuronas de hipocampo expuestas a un flujo
continuo de NO. Neuronas de hipocampo en cultivo se trataron con el generador
de NO NOC-18 (10uM) por 24 y 72 h. La viabilidad celular se evalud por conteo
directo de células con neuritas intactas. Los datos del histograma se expresan
como porcentaje del control, media + SD de tres experimentos independientes
(n=3) por duplicado. *significativamente diferente del control (p<0,05, ANOVA

de doble entrada, post-prueba de Bonferrini).
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El NGF exogeno sobre los co-cultivos también provoca induccidn significativa de la
fosforilacion de la proteina tau (Figura 28 B), pero significativamente distinta a la
provocada con el medio de cultivo condicionado. Esto ratifica nuestra hipbtesis que

ademas de NGF hay uno o mas factores que estarian influyendo sobre las neuronas.

7.4.3. NO y NGF en la neurotoxicidad inducida por AR

Finalmente estudiamos la influencia del agregado exdgeno simultineo de
NGF y NO (NOC-18) (segin concentraciones propuestas por Pehar y col., 2004)
sobre neuronas de hipocampo. En este caso, NOC, NGF y su administracién conjunta
aumentan la hiperfosforilacién de tau (Figura 34) por sobre los niveles control, y la
administracion doble de NGF y NOC es significativamente distinta del tratamiento
con NGF solo. Sin embargo, no se diferencia del tratamiento con NO solo. Esto
podria deberse a una regulacién del NO sobre el NGF, que haria que al
administrarlos juntos, el efecto del NGF sobre la hiperfosforilacién de tau dejara de
ser relevante. También se estudio la muerte neuronal en las mismas condiciones, es
decir, agregando NOC-18 y NGF juntos y por separado, y el anélisis se realizé a las
24, 48 y 72 h de cultivo. En la Figura 35 se observa que NGF y NO administrado por
separado producen muerte significativa a las 48 y 72 h. No existe diferencia en la
muerte que provocan a las neuronas ambos tratamientos. Cuando se administran
juntos, son capaces de provocar muerte a las neuronas que es significativa a las 24 h

de cultivo, y la misma difiere de la provocada por los tratamientos por separado.

En la figura 27 estudiamos la induccidn de las isoformas de la NOS neuronal
bajo estimulo astrocitario, y vimos que se inducian tanto la iNOS como la nNOS en

neuronas en co-cultivo.
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FIGURA 35. Sobrevida de neuronas hipocampales expuestas a NGF y NO.
Neuronas puras en cultivo fueron tratadas con NGF (100 ng/ml) y/o un flujo
continuo de de NO (10 uM de NOC-I18). Las células fueron mantenidas por los
tiempos indicados para luego determinar la viabilidad mediante conteo directo de las
células con neuritas intactas. Los datos del histograma estin expresados como
porcentaje del control, media + SD de tres experimentos independientes (n=3)
realizados por duplicado. * significativamente diferente del control. (p<0,05), #,
significativamente diferente de NO o NGF (p<0,05, ANOVA de doble entrada con
post-prueba de Bonferroni). Las pendientes de las curvas se compararon por analisis
de Regresion Lineal (ANCOVA), resultando la diferencia entre todas las pendientes

extremadamente significativa (p<0,001).
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FIGURA 37. NGF y NO inducen aumento de iNOS en neuronas de
hipocampo en cultivo. Neuronas puras en cultivo fueron tratadas con NGF (100
ng/ml) y/o un flujo continuo de de NO (10 uM de NOC-18). Las células fueron
mantenidas por 24h y se lisaron para extraer proteinas y RNA total. A., mRNA

iNOS medido por RT-PCR; B, Western blot para iNOS. Los datos de los
histogramas estan expresados como porcentaje del control, media + SD de tres
experimentos  independientes (n=3) realizados por duplicado. *
Significativamente diferente del control. (p<0,05 ANOVA de una entrada con
repeticiones). # Significativamente diferente de NOC + NGF (p<0,05, post-

prueba de Tukey-Kramer).
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FIGURA 38. La adicién exdégena de NGF y NO inducen aumento en la
expresién de p75 en neuronas de hipocampo en cultivo. Neuronas de hipocampo
en cultivo fueron tratadas con NGF (100 ng/ml) y/o un flujo continuo de de NO (10
pM de NOC-18). Las células fueron mantenidas por 24 h y se lisaron para extraer
proteinas y se analizé por Western blot la expresion de p75. La expresion de actina se
utiliz6 como control interno. Los datos del histograma estin expresados como
porcentaje del control, media = SD de tres experimentos independientes (n=3)
realizados por duplicado. * Significativamente diferente del control. (p<0,05,

ANOVA de una entrada con repeticiones). # Significativamente diferente de NOC +

NGF (p<0,05, post-prueba de Tukey-Kramer).
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El pretratamiento de los astrocitos con Af induce la expresioén de la quinasa
(Figura 39), y esto es dependiente de NO y NGF, ya que la adicion del inhibidor L-
NAME sumado al anticuerpo bloqueante contra NGF no produce aumento
significativo en la induccién de la misma. El agregado exdgeno de NO y NGF a las
concentraciones utilizadas anteriormente produce un incremento significativo en su
expresion. Estos datos nos permiten concluir que astrocitos estimulados con Af
inducen la hiperfosforilacion de tau mediada por NGF y NO, factores que sefializan a
través de la via del receptor p75 para inducir directa o indirectamente la expresion de

la quinasa cdkS5.
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FIGURA 39. Expresién de c¢dk5 en neuronas de hipocampo dependiente de

NGF y NO. Neuronas hipocampales puras 6 en co-cultivo con astrocitos
previamente estimulados 24h con 10uM AB25-35 (AB) se mantuvieron por 24h y los
lisados meuronales fueron procesados por Western blot con anticuerpos para cdk5
(C9), epitopes especificos de la EA (PHF1 y AT8) y para los receptores de alta y baja

afinidad para NGF (TrkA y p75). NH, cultivo puro de neuronas hipocampales; 42,
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8. DISCUSION

Los astrocitos responden al dafio con profundos cambios morfoldgicos y de
expresion génica (Edleston & Mucke, 1993; Ridet y col.,, 1997). En el presente
trabajo mostramos que NGF/proNGF de astrocitos reactivos por A interviene en la
hiperfosforilacion de tau, aumento en la expresion de p75 y muerte de neuronas
hipocampales, a través de la activacién del receptor de baja afinidad p75. Ademas,
tenemos evidencias que la produccién de NO es necesaria para los efectos neuronales
inducidos por NGF, ya sea que el mismo provenga de la neurona y/o de astrocitos.
Esto sugiere un mecanismo donde el NO interactia con la via de sefializacién

NGF/p75.

8.1. RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS AL AB

Para inducir la activacion astrocitaria utilizamos el fragmento reactivo del
péptido AP, que contiene los aminodcidos entre el 25-35, con comprobadas
propiedades neurotoxicas (Harris y col., 1996; Fabrizi y col., 1999; McLean y col.,
1999; Xu y col., 2001; Kim y col., 2001; Baskys y Adamchik 2001; Morais y col.,

2002; Arias y col., 2002; Yamaguchi y col, 2002; Rovira y col., 2002; Galeazzi y
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col., 2002; Stepanichev y col., 2003 a y b; Perez-Severiano y col., 2004; Ramalho y
col., 2004; Abramov y col., 2004) y lo empleamos en su forma soluble, por ser en
esta condicion determinante de severidad (Tabaton y col., 1994; Wang y col., 1999;
Lue y col., 1999; McLean y col., 1999). Ademds, son escasos en la literatura los
estudios con este péptido, mas atin en nuestro modelo, y por tanto nuestro trabajo

resulta original.

Los niveles de AP en liquido cefalorraquideo (LCR) de personas normales
son del orden de nanomolar (nM) a sub-nanomolar ( Andreasen y col., 1999; Walsh y
col, 2002). En pacientes con la EA, las concentraciones medidas en LCR disminuyen
hasta un orden de magnitud (Andreasen y col, 1999; Walsh y col, 2002),
probablemente debido al deposito del péptido en las placas. En 1995 Gravina y col.
determinaron que el AP aumenta de 500-4500 veces en corteza de pacientes con
EA, siendo la concentracién del péptido en los controles del orden de pmoles / g de
tejido htimedo. Cirrito y col. (2003) logran determinar mediante microdialisis y
ELISA concentraciones de AR en el fluido instersticial del hipocampo (entre 0,02 y
0,12 nM) y en LCR (entre 0,2 y 1,6 nM) de ratones transgénicos para APP. Este
trabajo muestra concentraciones efectivas del péptido que van de 4 nM a 1,32 uM en
el hipocampo (Cirrito y col., 2003). Sin embargo, como se plantea en la discusion del
manuscrito, dichas concentraciones titulares reflejan la suma del AP extracelular,
intracelular, asociado a membranas y asociado a agregados del AB. Asi, la mayoria
del AB en lisados de tejido no representa y sobreestima significativamente los
compartimentos extracelulares del AB. De tal forma, la concentracién de AB

extracelular de hipocampo, obtenido de datos de extraccion de tejidos, deberia
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fluctuar entre 0,4 y 132 nM (asumiendo un 10 % para el AP extracelular) Los
estudios de Cherny y col. (1999) documentan concentraciones de 0,5 uM en corteza
cerebral de controles y 9 pM en pacientes con EA. Estos datos provienen de la
extraccion de tejido cerebral mediante PBS, Urea 8 M y/o agentes quelantes.
Nuevamente, estos datos reflejan la suma de AP extracelular, intracelular, asociado a
membranas, a proteinas intra- y extracelulares y asociado a agregados del AB. De tal

forma, los datos de Cherny y col. sobreestiman los verdaderos niveles extracelulares

del péptido, los cuales debieran ser uno o dos 6rdenes de magnitud menores.

De acuerdo con los antecedentes de la literatura citados previamente, los
niveles extracelulares de AP estdn en un rango de concentraciones nanomolar. Sin
embargo, sélo con concentraciones de AP del orden de pM se consigue formar
fibrillas del péptido en solucion en estudios in vitro (Walsh y col., 1999), y se conoce
por estudios in vivo e in vitro que el AR en forma fibrilar es el responsable de la
toxicidad neuronal (Mattson y col., 1997). Por ultimo, a partir de concentraciones de

10 pM se alcanza un 50% de reactividad en astrocitos corticales (Kato y col., 1997).

En el presente trabajo se utilizaron concentraciones del péptido que van entre
1 y 20 uM. Estas concentraciones estin muy por encima (1000 veces) del rango de
concentraciones documentado en hipocampo de pacientes con la EA, pero es una
aproximacion experimental in vitro para evaluar los efectos del AP. Por ello a este
nivel de la investigaciéon no se puede extrapolar a la situacion patologica en el
Alzheimer, y su posible significado fisiopatologico debe analizarse con cautela. Asi,
en los numerosos trabajos que existen en la literatura donde utilizan el péptido AP,

las concentraciones que se utilizan son de 1-200 pM (Harper y col., 1999). Ademas,
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en estudios i vitro concentraciones menores a 1 pM no han tenido efecto citotoxico
(Alvarez y col., 2001). 5 uM es una concentracion justamente usada para visualizar
efectos neurotéxicos comparables con condiciones eventualmente patologicas,
especialmente en la cascada de sefializacién (Quintanilla y col., 2005). Ademas, el
subfragmento Abeta 25-35, aunque corresponde a la region efectiva del péptido
amiloide, no tiene la misma actividad que Abeta 1-42 por ejemplo, y por lo tanto es
justificable utilizar concentraciones en el rango 1-20 pM; concentraciones
ciertamente neurotoxicas para este péptido en particular. Ademds, en este y otros
trabajos se intenta reproducir lo que ocurre en el cerebro en muchos meses del
proceso fisiopatologico (en la EA la patogenia se da por acumulacion de proteinas
anémalas) en pocas horas por ello es racional el uso de concentraciones altas para
simular el efecto del AR en condiciones patologicas.

Fl estimulo fue fijado en una concentracién de 10 pM AP 25-35, por 24 h de
incubaci6n, a partir de resultados obtenidos de curvas dosis-respuesta y de tiempo de
liberacién del NGF y NO. El tiempo de incubacion de 24 h es apropiado para trabajar
en el laboratorio, y la concentraciéon de 10 puM es s6lo una aproximacion
experimental valida para poder investigar el problema, pero su significado no es
necesariamente conciliable con la situacion patologica. Cabe destacar, que con estos
parametros experimentales logramos una liberacion de NGF similar a la

documentada por Hock y col. (2000b) en pacientes con EA.

En este trabajo nosotros reproducimos con el fragmento reactivo del péptido
AP en astrocitos de hipocampo, los cambios morfolégicos inducidos por otros

fragmentos del péptido, como el AB1-42, antes descritos (Pike y col., 1994; Akama
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y col., 1998; Johnston y col., 1999; Bach y col., 2001; Malchiodi-Albedi, 2001;
Szczepanik y col., 2001). Nuestros estudios muestran que la exposicion de astrocitos
de hipocampo al fragmento reactivo del péptido AP produjo un profundo cambio
fenotipico sin inducir muerte celular. Este hecho no es extrafio, ya que los astrocitos
son menos vulnerables a tratamientos t6xicos, como el A, que otros tipos celulares,
por ejemplo los astrocitos resisten diversos estrés de tipo oxidativos, ya que
contienen altos niveles de antioxidantes endogenos incluyendo el glutation y la
vitamina E (Makar y col., 1994); y ademds, cuando son sometidos a estrés oxidativo,
sufren cambios compensatorios que evitan la citotoxicidad. Estos cambios incluyen
el aumento de la produccién de glutation (Garcia-Nogales y col., 1999) y la
induccion de la expresion de la enzima antioxidante SOD1 (Kim y col., 2000); de
esta manera los astrocitos se vuelven mucho mas resistentes a las especies reactivas

del oxigeno y del nitrogeno (Pechan y col., 1992; Bolafios y col., 1995).

En nuestro estudio el AP 25-35 indujo cambios morfologicos caracteristicos,
con la aparicién de largas prolongaciones (“pseudo-procesos™) que perduran varios
dias después de realizado el tratamiento. Es poco probable que la formacion de las
prolongaciones astrocitarias sea consecuencia de una refraccidn mecdnica de la
membrana plasmatica inducida por acciones directas del agregado del péptido, pues
los cambios fenotipicos que se observan perduran un tiempo mayor que el
hipotéticamente requerido por los mecanismos de reparacion celular. Esto nos lleva a
pensar que los cambios reactivos inducidos por el A involucran la activacion de
vias de sefializacion, como por ejemplo la mediada por AMP ciclico. Los factores
capaces de sefalizar por este segundo mensajero provocan la retraccion y/o

crecimiento de prolongaciones en la astroglia (Goldman y Abramson, 1990).
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Alternativamente, el AP podria inducir en los astrocitos la liberacion de factores
capaces de promover los cambios morfolégicos descritos y que por lo tanto,
contribuyan en el mantenimiento del fenotipo reactivo a través de un mecanismo
autécrino o paracrino. Cabe destacar que un péptido del mismo peso molecular (el
péptido invertido AP 35-25) no produce la reactividad de la glia observada
con AP 25-35,y tampoco se logran niveles significativos de fosforilacion de la
proteina tau neuronal en co-cultivos, cuando astrocitos son previamente activados

con el péptido invertido (Figura 17).

8.1.1. Producciéon de NGF y 6xido nitrico por astrocitos reactivos.

Una caracteristica remarcable del fenotipo reactivo inducido por el
tratamiento con AP, es la induccion de la expresion y secrecion de NGF y sus formas
precursoras (pro-NGF). Estudios previos han mostrado la sobre-expresion de NGF en

astrocitos reactivos por estimulacion con diversas citoquinas (Edleston & Mucke,

1993; Ridet y col., 1997).

La liberacion de NGF por cultivos de células astrogliales provenientes de
hipocampo de ratas resulto significativa con concentraciones de 10 uM de AP por 24
h, en cambio el mRNA de este factor se mostrd significativamente aumentado a
partir de concentraciones de 5 uM, y a las 16 h ya se pudo detectar induccion.
Resultado 16gico, siendo la induccion de mRNA el paso previo a la produccion de la

proteina.

En nuestro modelo el NGF presume ser secretado principalmente como

proNGF, lo que puede estar vinculado a una mayor capacidad de inducir apoptosis
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sobre las neuronas. El NGF es sintetizado como un precursor inmaduro que es
procesado por protedlisis intracelular para producir la neurotrofina madura
(Heymach y Shooter, 1995; Seidah y col., 1996; Mowla y col., 2001). Sin embargo,
algunas formas precursoras (28-50 kDa) pueden ser secretadas y proteolizadas en el
espacio extracelular por proteasas como la plasmina y metalopreteinasas de la matriz

(Heymach y Shooter, 1995; Seidah y col., 1996; Lee y col., 2001).

Los astrocitos reactivos en respuesta a la neurodegeneracién juegan un
importante papel en la regeneracion neuronal, elevando los niveles de componentes
de la matriz extracelular asi como modificando el patrén de expresién de enzimas
metaloproteinasas (MMPs) e inhibidores de tejido de MMPs (TIMPs) (Rathke-
Hartliebs y col., 2000). Una de estas proteasas, MMP7, ha sido identificada como
una de las responsables de la protedlisis del propéptido proNGF a su forma madura
(Lee y col., 2001), pero no se tienen datos del comportamiento en la EA. En cambio,
su inhibidor especifico TIMP3 se ha visto aumentado en astrocitos reactivos en
neurodegeneracion (Rathke-Hartliebs y col., 2000) por lo que podria ser éste el
mecanismo de inactivacion de la proteasa, que finalmente llevaria a elevados niveles
"de proNGF. Otra enzima implicada en la proteolisis extracelular de proNGF es la
plasmina, y es interesante destacar que el inhibidor de la activacion del
plasmindgeno, PAI-2 ha sido descrito que aumenta en microglia de EA (Akiyama y
col., 1993), estabilizando la proteasa en su forma inactiva (plasminégeno) y como

consecuencia promoviendo una elevada expresion de proNGF.

Sorpresivamente, al analizar por Western blot las formas de NGF liberadas al

medio por los astrocitos, no detectamos la especie madura de 13 kDa de NGF. Sin
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embargo, este hecho concuerda con los datos publicados por Fahnestock (2001)
donde manifiesta que la forma predominante de NGF en cerebro no es su forma
madura sino la forma precursora proNGF, y que esta especie se halla aumentada en
EA. El bandeo que se obtiene al analizar con el anticuerpo contra el pre-prodominio
del NGF parece indicar la presencia de mas de una especie de alto peso molecular.
Sin embargo, el anticuerpo utilizado en este estudio no nos permite asegurar que las
especies obtenidas son efectivamente proNGF, ya que por estudios de espectrometria
de masa no hemos hallado la secuencia pre-pro del péptido. No obstante, sabemos
con certeza que se trata de especies del NGF debido a que la secuencia de su forma
madura aparece en cada banda analizada. En la actualidad, en el laboratorio del Dr.
Barbeito se esta trabajando en la obtencion de un anticuerpo especifico anti proNGF

que complementara este y otros importantes estudios.

La acumulacién de proNGF en la EA (Fahnestock y col., 2001) indica, como
ya se discutio, que podria deberse a una falta de procesamiento del proNGF en esta
enfermedad. Si es asi, esto resultaria en una disminucion de la disponibilidad de NGF
para las células del cerebro basal anterior. Se sabe que el NGF regula tanto la
actividad colinérgica como la expresién de trkA, y una disminucién de NGF debe
estar implicada en la reduccion de trtkA y de actividad de transferasa de acetilcolina
(ChAT) en EA (Higgins y col., 1989; Hagg y col., 1989; Rylett y Williams, 1994;
Kojima y col., 1994, 1995; Li y col., 1995; Whitehouse y col., 1998). La consecuente
disminucion de trkA, asi como el aumento en la expresion de p75, produce cambios
en el equilibrio entre trkA y p75 en favor del ultimo, el cual se sabe capaz de
suprimir la sefializacién de takA, e incluso puede mediar apoptosis de neuronas

(Chen y col., 1997a; Van der Zee y col., 1995a) y posiblemente un aumento en el
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procesamiento de APP (Felder y col, 1993: Roberson y col., 1997). Por lo tanto, la
disminucién en el procesamiento de proNGF llevaria a la disfuncién de las neuronas

del cerebro basal anterior y degeneracion en EA.

Las placas seniles en EA se observan inmunorreactivas para NOS (Wallace y
col., 1997; Smitc y col., 2000). Caracteristicamente, los astrocitos reactivos inducen
la expresién de iNOS (Murphy y col., 1993; Dawson y col., 1994; Ridet y col,
1997). Este hecho es extensivo para enfermedades neurodegenerativas, incluso EA,
donde se observa que aumentan la expresién de NOS y la produccién de NO
(Wallace y col., 1997; Smic y col., 2000; Heneka y col., 2001; Liuth y col., 2002).
Los ratones transgénicos para APP también muestran un incremento de iNOS y
eNOS (Liith y col.,, 2001), y estd descrito que A estimula la produccién de NO en
astrocitos en cultivo (Akama y col., 1998). Realizamos un estudio muy completo que
consta de analizar la induccién de mRNA para la enzima iNOS, expresion de
proteina de iNOS y nNOS y liberacion de nitritos y nitratos al medio de cultivo por

astrocitos estimulados con el péptido. Nuestros resultados fueron interesantes,

mostrando induccién en todos los estudios y es asi que fueron publicados.

Todos estos datos apoyan la hipétesis sostenida durante mucho tiempo de la
importancia del NO en la toxicidad por AB, y nuestros estudios enfocan la atencién
al NO astrocitario como principal fuente de NO toxico. Esto permite suponer la
produccién de flujos elevados de NO al medio. Estudios previos han mostrado que
astrocitos reactivos en cultivo pueden ejercer efectos neurotéxicos (Eddleston y
Mucke, 1993). Los astrocitos estimulados con LPS o citoquinas inducen

degeneracién neuronal via un mecanismo dependiente de NO (Chao y col., 1996;
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Skaper y col., 1995). La liberacién excesiva de NO por astrocitos puede causar una

disfuncién en neuronas vecinas vulnerables, sin afectar la viabilidad astrocitaria.

8.2. EXPRESION DE NGF EN RATONES TRANSGENICOS TG2576.

Al igual que en otras enfermedades neurodegenerativas que involucran una
importante reaccion astroglial (Gall y col., 1991; Lorez y col., 1989; Fahnestock y
col., 1996), en los hipocampos de los ratones Tg2576 la expresion del NGF se
encontrd aumentada. Dicho aumento parece deberse a un incremento en la expresion
de NGF por parte de los astrocitos reactivos, ya que las marcas de GFAP y NGF
coinciden en la zona de astrocitosis rodeando el depdsito amiloide (tefiidos con rojo
Congo) que conforma la placa neuritica. Sin embargo, al realizarse las
inmunodetecciones en distintos cortes, no podemos aseverar que las marcas
colocalizan. Estos resultados, en conjunto con las observaciones obtenidas en co-
cultivo, permiten sugerir un potencial papel del NGF/pro-NGF secretado por los
astrocitos reactivos en la induccién de fenotipos toxicos observados en el raton
Tg2576. Cabe destacar que el tipo celular responsable del aumento de NGF
observado en EA atn no ha sido identificado, y estos datos junto con los obtenidos
en cultivo de astrositos, permiten postular que son estas células las responsables de

tal aumento.

Nuestros datos en cultivo indican un aumento en los niveles de NGF asi como
NO por astrocitos estimulados con AP. El éxido nitrico puede reaccionar con
superoxido para formar peroxinitrito, proceso referido como estrés oxidativo. Tanto
NO como su metabolito toxico peroxinitrito han sido implicados en muchas

enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA (Luth y col., 2002; Castegna y
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col., 2003; Reynolds y col., 2005). El peroxinitrito, a su vez, nitra residuos de
tirosina generando  nitrotirosina, la cual puede ser identificada por
inmunohistoquimica. En nuestro estudio intentamos estudiar la nitrotirosinacion de
proteinas en los cortes del ratén Tg2576, pero la técnica resulté muy sucia y no
fuimos capaces de identificar claramente su localizacion y distribucion. Nuestros
estudios de induccion de NOS en cultivo celular fueron investigados por Liith y col.
(2001) en este modelo transgénico, y hallaron la induccion de iNOS y eNOS en
directa asociacion con los depositos de AB. Los resultados obtenidos de estudios in
vitro parecen corresponder con los obtenidos por nuestro y otros grupos en este
modelo in vivo de EA (Tg2576), pero desafortunadamente los estudios en el ratén

transgénico son incompletos para proclamar tal afirmacion.

8.3. NEUROTOXICIDAD MEDIADA POR ASTROCITOS REACTIVOS

La BA afecta de forma selectiva a regiones especificas, entre ellas el
hipocampo. Dentro del hipocampo las células mas afectadas son neuronas
piramidales de las regiones CAl y CA3. Asi, estudiamos el efecto de astrocitos
reactivos por el péptido Abeta sobre neuronas de hipocampo en co-cultivo. Las
neuronas son extraidas en el estadio de desarrollo E18, asi el numero de
interneuronas y células gliales es muy bajo, y las neuronas provenientes del giro
dentado se excluyen por generarse posnatalmente. Por la forma en que se desarrolla
el cultivo primario luego de la diseccion (Banker y Cowan, 1977), las neuronas
empleadas son de las regiones CA1 y CA3 (Alvarez y col.,, 1999, 2000). Los cultivos
estan compuestos principalmente de neuronas piramidales glutamatérgicas, junto con

un pequefio nimero (aproximadamente 6%) de interneuronas GABAérgicas (Goslin
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y Banker, 1991; Benson y col., 1994). Para los propositos del presente trabajo no es
necesario hacer distincion entre las neuronas piramidales de esas regiones, que a
pesar de diferir en ciertas propiedades fisiologicas y de conectividad, son similares
en muchos aspectos fundamentales (Goslink y col., 1998). Para establecer los co-
cultivos, astrocitos son previamente tratados con el péptido de forma aislada y luego
de la incubacién se lavan para eliminar el Abeta del medio previo cultivo con las
neuronas. De esta forma se evita el contacto directo del péptido con las neuronas, y
en consecuencia el efecto sobre las células se deberia s6lo a factores liberados por la

astroglia en condiciones de estimulacion por el péptido.

8.3.1. Formacion de ovillos neurofibrilares ONF

Una caracteristica comtn de los astrocitos reactivos en este y otros estudios
es la adquisicion de propiedades neurotxicas. Los astrocitos son capaces de
mantener la supervivencia de neuronas de hipocampo en co-cultivo sin necesidad del
agregado exégeno de factores tréficos. Sin embargo, el pre-tratamiento con
AP provoca una disminucién en el nimero absoluto de neuronas, y las neuronas
remanentes mostraron un escaso desarrollo de la arborizacién neuritica y formacion
de ovillos neurofibrilares caracteristicos de la EA al comparar con los cultivos no
tratados. El aumento de la hiperfosforilacion de tau en las neuronas de hipocampo
involucré un mecanismo dependiente de la via de sefializacién NGF/p75, ya que la
adicién de anticuerpos que bloquean tanto NGF como el receptor de baja afinidad

previno el fenotipo neurotdxico.

No menos importante result6 ser la influencia del 6xido nitrico astrocitario

sobre la hiperfosforilacién de tau neuronal, capaz de prevenirse parcialmente por el
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agregado del inhibidor de la NOS L-NAME (Saez y col., 2004). La expresion de la
enzima 6xido nitrico sintasa del tipo inducible y neuronal en astrocitos podria ser una
fuente de flujos elevados de 6xido nitrico que difunda a las neuronas préximas para
inducir toxicidad (Murphy y col., 1993; Dawson y col., 1994; Akama y col., 1998;
Hu y col., 1998; Stewart y col., 2000). Es conocido que la expresién de iNOS ocurre
por todo el cerebro en EA (Smith y col., 1997) y una gran fuente de dafio oxidativo
es por peroxinitrito (Beckman y Koppenol, 1996). El uso de antioxidantes parece
retrasar la demencia en EA (Beckman y Koppenol, 1996), y como la misma se ha
visto relacionada con los cambios a nivel celular, no es extrafio que el NO esté

conectado con los mismos.

Mas sorprendente ann resultd el esudio de la expresion de enzimas NOS en
las neuronas afectadas por los astrocitos reactivos. A las 48 h encontramos induccion
de ambas isoformas (iNOS y nNOS) neuronales productoras de NO, y a las 72 h
nNOS continua inducida. Esta fuente de 6xido nitrico proveniente de las neuronas
resulta muy interesante, ya que traeria aparejado un aumento del NO local y
sostenido, con lo cual el dafio producido por este radical se elevaria potencialmente,

relacionado con la formacion de nitrotirosina en las neuronas de hipocampo en EA.

Otro dato interesante es la induccidn del receptor de baja afinidad para NGF,
p75, en neuronas en co-cultivo con astrocitos estimulados con el péptido. Sin
embargo, es conocido el hecho que este receptor se induce en condiciones
patologicas. Nosotros no hallamos variacién en los niveles del receptor de alta
afinidad trkA, al igual que lo publicado por Mufson y col. (2002). De todas formas,

la induccién de p75 produce una variacion del equilibrio que debe existir en
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condiciones normales entre ambos receptores, y es esta nueva situacion que favorece
la presencia de p75 en la neurona la que debe volver vulnerables las neuronas

afectadas de ser inducidas hacia una via de toxicidad, probablemente sin retorno.

8.3.2. Induccion de muerte celular

El precursor pro-NGF de 32 kDa aumenta en estadios de desarrollo
embrionario y en situaciones de estrés celular (Yany Jonson, 1988). El proNGF ha
mostrado tener mayor afinidad por el receptor p75NTR que por TrkA, pudiendo
entonces inducir apoptosis atin en células que expresan ambos receptores (Lee y col,,
2001b). Las neuronas de hipocampo expresan ambos receptores. Adicionalmente, la
sefializacion NGF/p75° ® ha sido ligada a la induccién de apoptosis. En acuerdo con
estos estudios, nuestra investigacion sugiere que la muerte de neuronas en cultivo
inducida por los astrocitos reactivos es mediada por la secrecion de proNGF/NGF y
la activacién de p75""%, como lo indica el efecto neuroprotector de anticuerpos que

bloquean la actividad de NGF o la activacion de p75°%,

Cabe destacar que la induccién de apoptosis por p75 también se relaciona con
moléculas que regulan el ciclo celular. Las quinasas dependientes de ciclina (cdks) 4
y 5 fosforilan la proteina retiniblastoma (Rb) y participan en la muerte neuronal por
NGF (Park y col., 2000a). Ademas, la apoptosis por p75 puede bloquearse
farmacolégicamente con el inhibidor de cdk5 roscovitina (Frade, 2000). Este hecho
explica nuestro resultado del incremento en la expresion de cdk5 en las neuronas de
hipocampo en cocultivo con astrocitos estimulados con AP, dependiente de NGF.
Esta quinasa se inducirfa por NGF y NO astrocitario, y participaria en la muerte

neuronal a largo plazo, pero también en la fosforilacion de tau.
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Existen claras evidencias de la participacion del NO en la muere neuronal que
ocurre en EA (Norris y col., 1996; de la Monte y col., 1997, 2000; Liith y Arendt,
1998; Liith y col., 2000; Thorns y col., 1998; Yew y col., 1999). En nuestro estudio
los efectos neurotéxicos del NO no sélo afectan la hiperfosforilacion de tau, sino que
también directa o indirectamente estdn involucrados en la induccion de muerte
neuronal, ya que la adicién a los cultivos de L-NAME bloquea cierto porcentaje de
apoptosis (Saez y col., 2004). Por otro lado, cuando se adiciona sobre co-cultivos de
astrocitos estimulados y neuronas de hipocampo L-NAME junto con anticuerpos que
bloquean la actividad de NGF, el porcentaje de células que mueren a las 72 h dejan
de ser significativos. El mismo resultado de obtiene para la hiperfosforilacion de tau,
que disminuye a niveles basales cuando ambos factores dejan de actuar. Estos
resultados de traducen en la clara participacion de NGF y NO tanto en la
hiperfosforilacién de tau como en la induccién de muerte neuronal mediada por

astrocitos reactivos por el Af.

84. EL MEDIO DE CULTIVO DE ASTROCITOS REACTIVOS ES

INDUCTOR DE TOXICIDAD

Al extraer cuidadosamente el medio condicionado de los astrocitos y aplicarlo
directamente sobre neuronas puras en co-cultivo logramos reproducir los resultados
de los co-cultivos. Es decir, el medio fue capaz de inducir tanto la hiperfosforilacién
de tau como la muerte de las neuronas, por mecanismos dependientes de NGF y p75,
ya que la inclusion de anticuerpos que bloquean su efecto previene la neurotoxicidad.
Este hecho pone en duda si la presencia de astrocitos es estrictamente necesaria para

la induccién del mecanismo patogénico por el cual estas células son capaces de
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promover desarreglos en el citoesqueleto y muerte de neuronas hipocampales, ya que
el medio conteniendo los factores de sefializacion astrogliales por si solo es capaz de

desencadenar tal fenotipo neurotoxico.
8.5. NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR NGF Y NO.

La aplicacién de NGF exégeno fue suficiente para inducir apoptosis sobre
astrocitos no estimulados, por un mecanismo dependiente de la sefializacion por
p75"® El mecanismo de muerte inducido por el NGF involucra la activacién de
caspasas, como lo observamos mediante la adicién de los inhibidores de esta via. El
NGF parece actuar directamente en los receptores p75 de las neuronas pues no tiene
efectos sobre la supervivencia neuronal cuando se aplica inicamente a los astrocitos.
Por otro lado, la muerte inducida por NGF fue prevenida por inhibidores de la NOS;
sugiriendo un mecanismo mediante el cual la sefializacién por NGF/p75~"™® y las
especies reactivas derivadas del éxido nitrico interactiian de manera critica para
inducir la apoptosis de neuronas. Esta observacién es novedosa pues hasta el presente
no se ha reportado un efecto regulatorio del éxido nitrico sobre la activacién del
receptor p75. Asi, hemos sido capaces de inducir la expresién de p75 en neuronas de
hipocampo al adicionar exdgenamente NO y NGF, sin cambio en los niveles del
receptor trkA. Pero la adicién de ambos compuestos también es capaz de desregular
las enzimas responsables de un aumento de NO a mnivel local, iNOS y nNOS
neuronales, por lo que se infiere que los flujos de NO deben ser necesariamente
elevados en la neurona, produciendo no solo los dafios caracteristicos documentados,
sino mas interesante aun, la regulacién (o desregulacion) de diversas cascadas

intracelulares. Interesantemente, NOC y NGF adicionados por separado sobre las
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neuronas también son importantes inductores de la expresion de mRNA y proteina
para las isoformas de NOS, aumentan la expresion de p75 asi como la
hiperfosforilacién de la proteina tau, y son capaces de producir cierto porcentaje de

muerte neuronal a las 48 h de cultivo.

Las vias de sefializacion de la apoptosis inducida por p75NTR son
relativamente poco conocidas. El p75 puede activar caspasas a través de la activacion
de la quinasa JNK (Casaccia-Bonefil y col., 1998; Hempstead, 2002) o aumentar la
produccién de ceramidas por activacién de la esfingomilelinasa, comprometiendo
entonces la funcionalidad mitocondrial (Dobrowsky y col., 1994; Casaccia-Bonefil y
col., 1998). Si bien el estudio de la interaccion funcional del éxido nitrico con la
sefializacion de p75NTR es motivo de una investigacién en curso en el laboratorio de
Barbeito, postulamos que el oxido nitrico (astrocitario o neuronal) o bien el
peroxinitrito, modulan criticamente la vulnerabilidad de las neuronas de hipocampo a
la sefializacién pro-apoptotica del receptor p75, probablemente actuando a nivel

mitocondrial.

Por otro lado, hemos visto que la formacién endégena de NO en astrocitos
inluye sobre la hiperfosforilacién de tau y la induccién de muerte neuronal. Lo
mismo se obtiene al adicionar NO exégenamente a concentraciones relevantes

fisiolégicamente que no afectan la viabilidad neuronal.

En cuanto a las vias que se inducen, una posibilidad es que el NO influya a
corto plazo sobre los sistemas de proteinas quinasas tales como cdk5/p35 y
GSK3B, directa o indirectamente, tal vez & través de la via p75/NGF. Es conocido el

hecho que el NGF es capaz de inducir la expresion de cdk5, y probablemente el NO
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colabore con la activacién anormal de este complejo enzimatico responsable de los
cambios observados en los patrones de fosforilacién de la proteina tan. Por ejemplo,
se conoce que en células de Purkinje el NO es capaz de inhibir la enzima PP2A
(Endo y col., 1999), Ser/Thr fosfatasa que desfosforila tau, esto contribuiria al
aumento de tau en su forma hiperfosforilada. Ademas, la via p75 activa Rac
(Harrington y cols, 2002), que también esta implicada en la activacion de cdk5. La
presencia de cantidades anormales de NO podria también tener un efecto a largo
plazo, sensibilizando la neurona a la apoptosis inducida por p75, y ejerciendo un
estrés celular que incremente la vulnerabilidad al NGF/proNGF, por ejemplo
aumentando la expresién de p75, de proteinas adaptadoras (Pehar y cols, 2004), o

variando el balance entre p75 y trkA.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la posible existencia de un
mecanismo patogénico mediado por la produccién de NGF/pro-NGF y 6xido nitrico
por parte de los astrocitos. Ademas pone de manifiesto un posible mecanismo
mediante el cual los astrocitos reactivos pueden contribuir a la seleccion de neuronas
de hipocampo. Al censar sefiales de dafio, una neurona puede liberar factores capaces
de inducir cambios fenotipicos reactivos en los astrocitos circundantes. Esto
provocaria un aumento en la sintesis y liberacién de NGF/pro-NGF y 6xido nitrico
por parte de los astrocitos. A su vez, las neuronas estresadas re-expresarian durante
este periodo el receptor p75™=, volviéndose vulnerables al efecto pro-apoptético del
NGF. De esta manera se generaria un circulo vicioso que podria explicar el
fenémeno progresivo de la EA. Sin embargo, parece ser la excepcion y no la regla,
que una respuesta al estrés celular desencadene un mecanismo progresivo de

degeneracion. De alguna manera, en condiciones normales los cambios observados
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en astrocitos y neuronas son reversibles y estrictamente controlados para evitar un

fenémeno patogénico progresivo. En enfermedades neurodegenerativas como la EA

este mecanismo de control parece encontrarse alterado.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo mostramos un mecanismo mediante el cual la astrocitosis
reactiva, secretando NGF/pro-NGF y 6xido nitrico, puede participar en la seleccion
neuronal durante un proceso patologico. Empleando como modelo de estudio el co-
cultivo de astrocitos y neuronas hipocampales hemos mostrado que el AB es capaz de
desencadenar una reaccion astrocitaria similar a la observada in vivo, que resulta
neurotoxica para neuronas. La neurotoxicidad es mediada por la produccién y
secrecion simultidnea de NGF/pro-NGF y NO por parte de los astrocitos reactivos, y
estd caracterizada por la induccion de la hiperfosforilacion de tau y muerte por
apoptosis de la neurona. Por otra parte, mostramos que los astrocitos reactivos
observados en los hipocampos de ratones APP Tg2576 sintomaticos aumentan la
expresion de NGF, coincidiendo con astrocitos reactivos marcados para GFAP. En
conjunto, estos resultados permiten' sugerir un potencial papel del NGF/pro-NGF
secretado por los astrocitos reactivos en la induccién de hiperfosforilacién de tau y
muerte neuronal observada en EA, donde el NO astrocitario parece tener un papel

modulador.

Nuestros hallazgos son suficientemente novedosos como para generar nuevas

preguntas acerca de los mecanismos desencadenantes y reguladores de la
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neurotoxicidad de neuronas de hipocampo. Por ejemplo, jeudl es el mecanismo
mediante el cual la sefializacion por NGF/p75NTR y las especies reactivas derivadas
del éxido nitrico interactiian para inducir por un lado la hiperfosforilacion de tau y
por otro la apoptosis?; jcudl es el papel de las formas precursoras del NGF en la
induccién de los sistemas quinasa responsables de fosforilar tau, asi como de la

muerte neuronal?.
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Astrocytic Nitric Oxide Triggers Tau
Hyperphosphorylation in Hippocampal Neurons
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Abstract. Production of nitric oxide (NO) by glial cells has been
proposed to mediate cytotoxic effects on neighboring neurons.
Although extensive genetic data implicate the beta amyloid
peptide (AB) in the neurodegenerative cascade of Alzheimer’s
disease (AD), the molecular mechanisms underlying its effects
on neurons and glia and the relationship between glial activation
and neuronal death are not well understood. In AD, A is
sufficient to induce glial activation and promote the generation
of inflammatory mediators including NO. We examined whether
AP stimulated astrocytes to express nitric oxide synthase and
produce NO. Also, we investigated whether astrocytic NO
contributes to degenerative changes occurring in co-cocultured
hippocampal neurons. We found that the treatment of rat
hippocampal astrocyte cultures with AB(25-35) fragment up-
regulated the mRNA and protein levels of both the inducible and
neuronal forms of nitric oxide synthase (iNOS and nNOS,
respectively) and increased the production of nitric oxide.
Remarkably, hippocampal neurons co-cultured with astrocytes,
previously stimulated with AP, displayed hyperphosphorylation of
the microtubule-associated protein tau. This effect was attenuated
by iNOS inhibitors, suggesting the role of overproduction of NO
by reactive astrocytes in AD pathogenesis.

Astrocytes represent the largest cell population in the central
nervous system (CNS). They closely interact with neurons to
provide structural, metabolic and trophic support, and actively
participate in modulating neuronal excitability and
neurptransmision (1,2). Astrocytes and microglia in injured
brain display characteristic phenotypic changes commonly
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described as gliosis. Astrocytes respond to CNS ddmage by
adopting a "reactive phenotype" characterized morphologically
by hypertrophy of nuclei and cell bodies, increased cell
proliferation and elaboration of distinct long and thick
processes with increased content in glial “intermediary
filaments mainly composed by glial fibrillary protein (GFAP).
In addition, reactive astrocytes express a wide variety of
markers such as cytoskeletal proteins, cell surface and matrix
molecules, proteases and several growth factors and cytokines
(3,4). Because gliosis also occurs in a variety of conditions
such as cerebral ischemia, Alzheimer’s disease (AD),
Parkinson’s disease, frontotemporal dementia and
Huntington’s disease (3), it has long been considered as an
unespecific reponse of glial cells to neuronal injury and is
often not considered as a primary pathogenic element in AD.

A role of inflammation in the pathogenesis of AD has
been postulated (6-8). On the other hand, there is
cumulative evidence that beta amyloid peptide (Af) may
promote or exacerbate local inflammation by inducing
glial cells to release immune mediators. Reactive
astrocytes expressing inflammatory markers surround
senile plaques in AD patients (9), and it has been
demonstrated that AR deposits can induce glial activation
(10), initiating an inflammatory response characterized by

the production of both pro- and anti-inflammatory

molecules (11,12). Reactive astrocytes can profoundly
affect the surrounding cells at least in part by induction
of trophic factors, inflammatory mediators and expression
of inducible nitric-oxide synthase (iNOS) (13,14). iNOS
generates nitric oxide (NO) and NO-derived reactive
nitrogen species such as peroxynitrite. In addition to its
vasoactive and immunological properties, NO plays major
neurophysiological functions. However, overproduction of
NO can also be neurotoxic. An excess of astrocyte-
released NO has been suggested to cause energy depletiod
in neighboring neurons by inducing mitochondrial
dysfunction and possibly inhibition of the respiratory
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chain (15). However, astrocytes are relatively resistant to
NO and peroxynitrite toxicity (16,17). Interestingly, there
is increasing evidence that NO may have a role in the
aforementioned AD pathogenetic mechanisms, and
putative links between NO and AD are beginning to be
recognized (18).

Oxidative stress is one pathological hallmark of AD
resulting in lipid peroxidation, tyrosine nitration, DNA
oxidative damage and ultimately neuronal death (19- 22)
NOS immunoreactivity has been observed near A neuritic
plaques (14) and iNOS expression can be stimulated by Af
in cultured astrocytes or microglia (13, 23-26). This Af
stimulation of iNOS can result in the production of
excessive amounts of diffusible NO, which can exert
detrimental cytopathological consequences by mechanisms
involving peroxynitrite formation (27).

We evaluated the induction of a reactive phenotype in
astrocytes by AP(25-35) fragment, by assessing the expression
of mRNA and protein levels of neural and inducible isoforms
of nitric oxide-synthase (nNOS and iNOS) and the NO
production. In this context, we studied whether NO produced
by reactive astrocytes following amyloid exposure induced
neurotoxic effects on co-cultured hippocampal neurons, by
assessing tau hyperphosphorylation. Tau hyperphosphorylations,
a hallmark of AD (28,29), result as a consequence of a
dysregulation in the cdk5/p35 and GSK3p protein kinases.

Materials and Methods

Materials. Culture media, serum and antibiotics were purchased
from GIBCO. Polyclonal antibody to iNOS and nNOS were from

‘Transduction Laboratories. Monoclonal antibody to Alzheimer’s

tau (PHF1) was obtained through a generous donation of Dr. Peter
Davis. All other reagents were from Sigma Aldrich. Chemical
reagents were of the highest analytical purity.

Cell cultures. Primary astrocyte cultures were prepared from 1 to
2-day-old rat hippocampus according to the procedures of Saneto
and De Vellis (30) with minor modifications. Astrocytes were
plated at a density of 2x10% cells/cm? in a 35-mm Petri dish or glass
coverslips and maintained in DMEM supplemented with 10% fetal
bovine serum, HEPES (3.6 g/l), penicillin (100 IU/ml) and
streptomycin (100 pg/ml). The astrocyte monolayers were >98%
pure as determined by GFAP immunoreactivity and were devoid
of OX42-positive microglial cells.

Hipogcampal neurons from 18E rats were prepared as described
by Banker and Cowan (31). Hippocampi were dissected and then
dissociated following incubation in 0.25% trypsin-EDTA for 10 min
at 37°C, then plated over poly-L-lysine (0.5 mg/ml) at a density of
5,000 cells per cm? for immunofluoresence and 15,000 cells per cm?
for Western blot. Cultures were maintained for 3h in Neurobasal
medium supplemented with 10% fetal bovine serum and then the
media was replaced by N2-supplemented Neurobasal media and
maintained for 4-5 days. For co-culture experiments, astrocytes
plated over coverslips were mounted over hippocampal neurons
grown in poly-L-lysine-coated 35-mm Petri dishes.
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Exposure of astrocyte monolayers to AB(25-35). Astrocyte
monolayers were exposed to different concentrations of AB(25-35)
peptide soluble (Sigma) in serum-free media (Neurobasal
supplemented with N2). The media was collected for nitrate and
nitrite determinations. For co-cultures, astrocytes were treated for
24h with AP and, after extemsive washing, the astrocytes
monolayers were mounted over the neurons.

Determination of NO levels. NO production by AB-stimulated
astrocytes was estimated by assessing the levels of nitrate (NO57)
and nitrite (NO5") in the culture media, using a colorimetric kit
(Cayman) based on Griess reaction.

Treatment with NO donor and NOS inhibitor. The NO donor 10 uM
NOC-18 (DETA-NONOATO, Alexis) was added directly to the
culture media of 5D hippocampal neurons and tau phosphorylation
was assessed 24 h later. The NOS inhibitor Nitro-L-arginine methyl
esther (L-NAME, 1uM) was directly applied to the culture media
immediately after establishing the co-cultures.

Western blot. Protein extracts from hippocampal neurons were
separated by SDS-PAGE, electrotransferred to nitrocellulose
membranes and processed for immunodetection as described by
Cross et al. (32,33).

Relative quantitative RT-PCR. Total RNAs from hippocampal
astrocytes was isolated using Trizol reagent (Gibco-BRL, Life
Technology). Two ug of total RNA were randomly reversely
transcribed using the RETROscript Kit (Ambion). The levels of
mRNA were quantified by relative-quantitative RT-PCR. The PCRs
were carried out in a 50p! reaction volume containing 1pl of cDNA,
20pmoles of each NOS primer, 4 pl of 188 primers, 200 pM dNTPs,
1.5 mM MgCl,, 1.5 U of Taq DNA polymerase and 1X Taqg DNA
polymerase PCR buffer (Invitrogen). The cycling parameters were
as follows: 95°C, 30 sec; 56°C, 30sec; 72°C, 30 sec during 35 cycles.
The iNOS primers were 5’ GGGATCTTGGAGCGAGTTGTGG
and 3’ TCTGCCTGTGCGTCTCTTCCG. Minus RT controls were
included in each assay. The amplification products were run in a
non-denaturing 6% acrylamide gel and stained with SYBR Gold
Nucleic Acid Gel Stain (Molecular Probes). Densitometric analysis
was performed using the NIH Image program, and iNOS expression
levels were normalized against 188 levels.

Statistical analysis. Data analysis was performed by using standard
statistical packages (Sigma Stat). All the values correspond to the
mean of at least three independent experiments, each one
performed in duplicate.

Results and Discussion

Previous reports have shown that reactive astrocytes in
culture may induce INOS expression (13, 23-26). To further
characterize the astrocytic phenotype induced by Af we
studied the mRNA as well as protein expression of NOS
isoforms and the NO production. In a time course
experiment, astrocytes treated for 24h with 10 pM AP
increased the expression of iNOS mRNA by 1.9-fold
(Figure 1A) as determined by RT-PCR. In this study, the
iNOS mRNA levels gradually increased as the AP
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Figure 1. AB(25-35) increases iNOS and nNOS expression and NO release by hippocampal astrocytes in culture. A. The expression of iNOS mRNA
was determined by RT-PCR of total RNA extracted at the indicated times after exposure to 10 uM AB(25-35). iNOS mRNA levels are expressed as
percentage of control ( C ). Each bar corresponds to mean 5D of 5 determinations (n=5). B. iNOS and nNOS expression after treatment with 10 mM
AP(25-35) (AB) for 24 h assessed by Western blots, as compared with untreated controls ( C ). C. Time course of nitrite plus nitrate concentration (as
a measure of NO production) in culture media of astrocytes stimulated with 10 uM AB(25-35) for 24h. D. Astrocytes treated with the indicated variable
concentrations of AB(25-35) for 24h and assayed for nitrite and nitrate levels in the culture media. Data are expressed. as percentage of the levels in
control ( C ), mean % SD of four different experiments. * Significantly different from control (p=0.05).

concentration in the media was elevated (data not shown).
The increase in iNOS messenger was followed by a
concomitant rise in iNOS protein expression as determined
by Western blotting (Figure 1B). AP treatment also
induced, the expression of the neuronal isoform of NOS
(nNOS) (Figure 1B, upper panel). Control astrocytes
treated with vehicle only showed a limited expression of
iNOS and nNOS, corresponding to basal levels.

To further characterize the AB-induced phenotype, we
evaluated NO production by assessing nitrite/nitrate
concentration in the culture media. NO is produced in
trace quantities by different cells. This NO is scavenged
rapidly and acts in a paracrine fashion to transduce cellular
signals. NO undergoes a series of reactions with several

molecules present in biological fluids, and the final
products of NO are nitrite and nitrate. Thus, the best index
of total NO production is the sum of both nitrite and
nitrate levels. In a time course experiment, nitrite and
nitrate levels in the culture media increased by 5.5-fold 24
h after 10 pM AP treatment (Figure 1C). AP treatment
dramatically enhanced NO production by astrocytes in a
dose-dependent manner (Figure 1D).

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disease
characterized by the formation of extracellular amyloid
plaques and cytoplasmic neurofibrillary tangles (NFT). The
latter are filaments composed mainly of hyperphosphorylated
tau protein (33,34). To determine the contribution of reactive
astrocytes previously stimulated with AR on neuronal tau

“
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Figure 2. Reactive astrocytes induce NO-dependent tau hyperphosphorylation in hippocampal neurons in co-culture. A. Left panel, Hippocampal
astrocytes treated with 10 uM AB(25-35) for 24h were mounted over cultured hippocampal neurons and tau hyperphosphorylation was detected by
Western blot of extracts from hippocampal neurons probed with PHFI antibody. 1, neurons in co-culture with non-stimulated astrocytes; 2, neurons’in
co-culture with stimulated astrocytes; 3, same as 2 also treated with L-NAME (1uM). Right panel, the histogram of the densitometric analysis of data,
the left panel, expressed as percentage of control (C). Histograms represent the mean + SD of three independent experiments. B. Hippocampal neurons
were treated with NO donor NOC-18 (10 uM) for 24h and cell extracts were processed for tau by Western blot using PHF1 antibody. Actin was used as
an internal control. The histograms on the right panel represent data expressed as percentage of levels in control ( C ), mean = SD of four different
experiments. * **: Significantly different from control (*p=<0.05; ** p<0.01).

phosphorylation, we analyzed, by Western blotting, tau post-
transductional changes with a specific Alzheimer’s epitope
antibody (PHF1). We found that astrocytes previously
treated with AP induce tau hyperphosphorylation in co-
cultured hippocampal neurons. To determine whether
astrocytic mitric oxide was involved in this phenomena, we
analyzed the effect of NOS inhibitor L-NAME on co-
cultures. As shown in Figure 2A, tau hyperphosphorylation
increased only by 2.0-fold in co-cultures pretreated with L-
NAME (1pM), as compared to 3.4-fold with A treatment.
We also investigated whether continuous generation of a
physiologically relevant concentration of nitric oxide (<
" 50nM steady state) by 10 uM NOC-18, which did not affect
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cell survival, induced tau hyperphosphorylation in pure
hippocampal neurons. Figure 2B shows a 2.1-fold increase
in tau phosphorylation when hippocampal neurons are
treated with the NO donor NOC-18. These results suggest
that not only NO production is important for tau
hyperphosphorylation, but also other factors might be
involved in the process.

In agreement with previous observations, exposure to A
peptide induced long-lasting reactive changes in astrocytic
monolayers and no apparent cell death as estimated by
phase contrast microscopy (data not shown). We confirmed
that the reactive phenotype acquired by stimulation with
AP was accompanied by induction of iNOS and nNOS
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expression and the subsequent increase in NO production.
We have now shown that AB caused long lasting phenotypic
changes in hippocampal astrocytes that made these cells
neurotoxic to hippocampal neurons, as evidenced by tau
hyperphosphorylation. We also showed that the general
NOS synthesis inhibitor L-NAME partially reduced tau
hyperphosphorylation in hippocampal neurons induced by
reactive astrocytes stimulated by AB, suggesting that NO
production by astrocytes is not the only mechanism
involved. Furthermore, the exogenous addition of NO to
hippocampal neurons, achieved by treatment with NOC-18,
up-regulated tau hyperphasphorylation, supporting the
participation of NO. in the proccess.

Basal production=ef NO by astrocytes may have a
regulatory role in.neuronal activity, metabolism and
survival. However, exaggerated production of NO by
astrocytes mediates neurotoxicity as well as mitochondrial
damage (18). We have shown evidence, for the first time,
that nitric oxide also participates in the modulation of tau
hyperphosphorylation in hippocampal neurons. This is
supported by the finding that tau hyperphosphorylation
in cocultures was reduced by inhibition of nitric oxide
production and that exogenous NO is able to achieve the
same phenotype. Taken together, these results suggest
that endogenous formation of NO in astrocytes may
influence kinase systems such cdk5/p35 and GSK38
directly or indirectly. These studies shed light on the
often conflicting views on the roles of NO in mediating
neuronal damage, indicating that NO is not 2 proximate
cause of neurotoxic mechanism induced by A but a true
contributor.
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