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1 ABREVIATURAS

[Ca®*].i: Concentracidn citosdlica de Ca**

AW, Potencial Mitocondrial

o anti

Ach Acetilcolina

AMPA amino 3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato.
BSA Albumina de suero bovino libre de acidos grasos

CICR Liberacién de Ca** inducida por Ca**

DAG Diacilglicerol

DAPI 4'-6-diamino-2-fenilindon

DIV Dias In Vitro

DMEN Dulbecco's Modified Eagle's Medium

EIM Espacio Intermembrana

FBS Suero Bovino Fetal

FCCP Carbonil Cianida para-(trifluorometoxi) fenilhidrazona
GPCRs Receptores Acoplados a Proteinas G

GS Suero de Cabra

HBSS Solucion Salina Equilibrada de Hank’s

HEPES Acido N-(2-hidroximetil) piperazina-N'-(2-etanosulfénico)
ICC Inmunocitoquimica

IP3R Receptor de Inositol-trifosfato



LTD Depresion a Largo Plazo

LTP Potenciacion a Largo Plazo

MCU Uniportador de Ca”** Mitocondrial

MME Membrana Mitocondrial Externa

MMI Membrana Mitocondrial Interna

MP Membrana Plasmatica

NCX intercambiador de Na*/Ca**

NCXm Intercambiador de Na*/Ca®" mitocondrial
NMDA N-metil-D-aspartato

PBSTampdn fosfato salino

PFA Paraformaldehido

PIP2 Fosfolnositol 4,5 bifosfato

PKC Proteina Quinasa C

PLC Fosfolipasa C

PMCA Bomba de Ca”* de la Membrana Plasmética
RE Reticulo Endoplasmatico

ROCs Canales de Calcio Operados por Receptor
ROS Especies Reactivas de Oxigeno

RyR Receptor de Rianodina

SERCA Bomba de Ca** del Reticulo Endoplasmatico

SMOCs Canales de Calcio Operados por Segundos Mensajeros



SNC Sistema Nervioso Central

SOCE Entrada de Ca** Operada por Depésitos

SOCs Canales de Calcio Operados por Depdsitos
STIM Molécula de Interaccion del Estroma

TMRM Ester metilico de la Tetrametilrodamina
TRP canales tipo Potencial de Receptor Transitorio.
u.a. Unidades Alternativas

VDACs Canales Anidnicos dependientes de Voltaje

VOCCs Canales de Calcio Operados por Voltaje



2 RESUMEN/ABSTRACT
2.1 RESUMEN

El envejecimiento promueve pérdida cognitiva y susceptibilidad a enfermedades
neurodegenerativas, lo que se ha relacionado con la dishomeostasis del Ca®* intracelular.
Para investigar esta hipdtesis se utiliza el cultivo a largo plazo de neuronas de hipocampo de
rata, modelo de envejecimiento neuronal in vitro. Mediante imagen de fluorescencia se han
estudiado cambios en transporte de Ca?* en neuronas a lo largo del envejecimiento in vitro.
Las neuronas se han identificado mediante inmunofluorescencia e imagen de Ca®*. Los
resultados indican que la entrada de Ca* inducida por NMDA vy los receptores IP; aumentan
con el envejecimiento lo que favoreceria la sobrecarga mitocondrial de Ca?*. Sin embargo, el
potencial mitocondrial, la fuerza electromotriz de entrada de Ca’* a la mitocondria,
disminuye con el envejecimiento. Asi, el envejecimiento neuronal estd asociado a un
remodelado del transporte de Ca®* que favorece el metabolismo energético a expensas de

aumentar la susceptibilidad a la muerte neuronal.

2.2 ABSTRACT

Aging promotes cognitive loss and susceptibility to neurodegenerative disorders,
which have been related to dishomeostasis of intracellular Ca®*. To investigate this
hypothesis we have used long-term cultures of rat hippocampal neurons, a model of
neuronal in vitr Aging. Neurons were identified by immunofluorescence and calcium
imaging. Results indicate that ca® responses to NMDA and expression of IP; receptors
increase with in vitro aging, thus favoring mitochondrial Ca** overload. However,
mitochondrial potential, the driving force for mitochondrial ca® uptake, decreases with in
vitro aging. Therefore, we conclude that neuronal aging is associated to the remodeling of
intracellular Ca®" transport that favors energetic metabolism at the expense of increasing

susceptibility to neuron cell death.
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3 INTRODUCCION
3.1 HOMEOSTASIS DEL CALCIO INTRACELULAR

Los iones, &tomos y moléculas cargadas, juegan un papel importante en la Biologia y la
Fisiologia Celular. Al no ser creados ni destruidos por las células, los iones son transportados
a favor y en contra de gradientes quimicos y eléctricos y contribuyen a la generacion de los
mismos. Estos gradientes electroquimicos son esenciales para la vida. Por ejemplo, el
gradiente de protones de las mitocondrias, es la energia requerida para la sintesis de ATP;
los gradientes de Na* y K" en la membrana plasmatica, permiten el transporte de solutos al
interior celular. Asi pues, el transporte de iones a través de las membranas bioldgicas
constituye uno de las principales ramas de estudio de la Fisiologia Celular. Entre todos los
iones destaca el i6n Ca”**, que ha sido seleccionado por la naturaleza, como el mds
importante y versatil segundo mensajero que participa en muchisimas funciones celulares y
fisioldgicas en practicamente todos los tipos de células. Asi pues, el Ca** es una herramienta
universal usada en la transduccién de senales, siendo el segundo mensajero intracelular por
excelencia en la mayoria de los seres vivos, tanto procariotas como eucariotas. Este juega un
papel de suma importancia a nivel celular, ya que interviene en la regulacion de un amplio
abanico de funciones celulares, abarcando desde el control de la contraccion del musculo
cardiaco hasta la regulacién de puntos clave del ciclo celular, como son la proliferacion y la

muerte celular (Clapham, 1995) (Berridge, 2003).

La versatilidad del Ca**como mensajero intracelular se debe, principalmente, a la
diferencia de concentracion entre el espacio extracelular (del orden de 1 mM) y el citosol
(100 nM). Por lo tanto, el gradiente quimico generado es de cuatro drdenes de magnitud
(10000:1) que, unido al potencial de membrana en reposo, de signo negativo en el interior
celular, favorece la entrada de calcio a la célula a favor del enorme gradiente
electroquimico. Ademas, existen numerosas enzimas y otras proteinas cuya actividad est3
regulada directamente por Ca’* o por proteinas que unen Ca’" como, por ejemplo,
calmodulina. A consecuencia de lo anterior, existen en la célula numeros procesos
controlados, directa o indirectamente por la concentracién de calcio en el citosol [Ca®"]c,

donde pequeiias variaciones de dicha concentracién pueden desencadenar la activacion de
7
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multiples procesos celulares. Para mantener dicho gradiente, y que no se llegue a una
situacién de equilibrio, sino de estado estacionario, existen distintos elementos que
permiten mantener una adecuada homeostasis del calcio. Dichos elementos pueden ir,
desde canales de Ca** de la membrana plasmatica y organulos subcelulares que permiten el
flujo de Ca’* hacia el citosol a favor de gradiente, hasta proteinas que unen y tamponan los
cambios de Ca®* intracelular o, los sistemas de extrusion de Ca*, que transportan el ién
fuera del citosol en contra de gradiente electroquimico (Figura 1) (Berridge, M. J., 2003)

(Rizzuto, 2006).

PMCA o® Extracelular
GPCR O o

%0 o ca*>1mm
- o
UL

RN anek

Mitocondria

Citoplasma
ca’* 100 nM

Figura 1. Homeostasis del Ca® intracelular en neuronas. En la imagen se representan diferentes fuentes de
Ca2+, mecanismos de extrusidon y tamponadores en una neurona en condiciones fisioldgicas. Se representan los
canales de Ca** operados por voltaje (VOCs), canales de ca” operados por receptor (ROCs), receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) y canales de ca” operados por depdsitos (SOCs) que participan en la entrada
de Ca** (bolas amarillas) en el citosol. La liberacién de Ca”™ al citosol también tiene lugar desde los depdsitos
intracelulares de Ca”", a través de los receptores de rianodina (RyR) y los recetores de inositol-trifosfato (IPsRs).
También se muestran los sistemas de extrusion de Ca2+, entre los que se incluyen el intercambiador de Na"L/Ca2+
(NCX) y las ATPasas de Ca” de la membrana plasmatica (PMCA) y del RE (SERCA). El uniportador de calcio
mitocondrial (MCU), el poro de transicion mitocondrial (PTPm) y el intercambiador de Na'/Ca’* mitocondrial
(NCXm) que también contribuyen a la regulacién del Ca2+(Dong, 2006).
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Algunos de los organulos intracelulares actian como depésitos de calcio, es decir son
capaces de almacenar calcio en su interior, el cual, tras una estimulacion celular se libera de
forma transitoria (Figura 1). Entre estos organulos, se encuentra el reticulo endoplasmatico
(RE), el cual presenta una concentracion de Ca’' libre similar a la del medio extracelular (1
mM). Esta regulacién no es banal pues, por ejemplo, elevadas [Ca*'].: se relacionan con la
muerte celular. Por ello, es de suma importancia evitar una activacién celular continuada,
mantener los niveles basales de la [Ca’'ls: v preparar a las células para estimulos
consecutivos, para lo cual las células disponen de diversos sistemas de extrusion del Ca?*,

localizandose tanto en la membrana plasmatica, como en las endomembranas.

Aunque, de forma general, es de vital importancia mantener la homeostasis del calcio
intracelular, lo es mas aun, si cabe, en las células excitables. Esta afirmacion se sustenta en
que, para estas células, la conexion entre los gradientes electroquimicos y las vias de
sefializacion intracelulares son de especial importancia. Como células excitables, cabe
destacar a las neuronas, pues éstas juegan un papel protagonista en el presente trabajo. En
ellas, el Ca® intracelular estd implicado en un compendio de procesos, como son la
excitabilidad neuronal, la integracidon de las sefiales eléctricas, la plasticidad sindptica, la
expresion génica, el metabolismo, la liberacidn de neurotransmisores y la muerte celular
programada. Tal es asi, que éstas células han desarrollado mecanismos de control
extremadamente fino de la homeostasis del calcio, pues una desregulacion de ésta se

relaciona con procesos tales como la neurodegeneracion y el envejecimiento.

3.1.1 Transporte de Calcio a través de la Membrana Plasmatica

En la membrana plasmatica (MP) pueden distinguirse diferentes mecanismos de
transporte. Por un lado, estd el transporte pasivo, donde los canales de Ca® permiten el
transporte pasivo del ién a favor de gradiente electroquimico al interior celular siempre que

, . 2+ . . e 4. .
estén abiertos. Los canales de Ca“" se diferencian por distintos mecanismos de apertura
(gating). Por otro lado, se tienen mecanismos de transporte activo, llevados a cabo por

bombas e intercambiadores, éstos transportan el calcio en contra de su gradiente
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electroquimico y se activan por el aumento de los niveles de Ca®! intracelular. Asi, la accién

de ambos tipos de transporte permite mantener la [Ca2+]cit basal.

Segun el mecanismo de activacidon o apertura, los canales idnicos se pueden agrupar
en dos familias: a) Canales de Calcio Operados por Voltaje (VOCCs) que, como su propio
nombre indica, se activan por un cambio en el potencial de membrana, y b) Canales de
Calcio No Operados por Voltaje, los cuales pueden ser inducidos por la unién de un ligando a
un receptor (ROCs), por segundos mensajeros (SMOCs) o por el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares de Ca** (SOCs). Estos canales son particularmente importantes en las células
no excitables, las cuales no presentan cambios agudos en el potencial de membrana, lo que
no significa que no puedan estar presentes en las células excitables. En neuronas, por

ejemplo, los canales predominantes son los VOCCs y los ROCs.

a) Canales de Calcio Operados por Voltaje :

¢Qué quiere decir que los VOCCs sean canales operados por voltaje? Significa que es el
potencial de membrana quien los regula, abriéndose abruptamente cuando éste se
despolariza, lo que permite el flujo de Ca** al interior celular a favor de gradiente
electroquimico. Puesto que la [Ca*]t es mucho menor gue en el medio extracelular, su
apertura permite el flujo de Ca®" desde el espacio extracelular hasta el citosol, el aumento
de la concentracion de Ca®" libre citosélico y si este es suficiente, la activacion celular . Los
VOCCs son una familia de canales formada por 6 miembros principales, pudiéndose clasificar

éstos seglin su umbral de activacion:

» Alto umbral de activacién: L, N, P, Q, y R.

» Bajo umbral de activacidn, canales tipo T.

Estos canales no se encuentran distribuidos de igual forma en los diferentes tipos de
células excitables. Por ejemplo, en las neuronas de hipocampo los canales mayoritarios son,

en orden decreciente, los canales P,Q, seguido de los tipo Ly los tipo Ny R.

10
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Los VOCs desempefian un papel importante en la generacidon y propagacién del impulso
. . . . . . s . . . s . 2+
nervioso, y participan en diversos procesos fisioldgicos que requieren flujos rdpidos de Ca“’,

como la secrecion de neurotransmisores en las terminales sinapticas.

b) Canales No Operados por Voltaje
b.1) ROCs:

Ademas de los VOCCs, en la membrana plasmatica también se encuentran los ROCs,
cuya apertura depende de Ila unién de un ligando especifico, hormonas o
neurotransmisores, a su dominio de unién. La unién del ligando provoca un cambio
conformacional en la estructura del canal, originando asi, la apertura de éste, y por ende, la
consecuente entrada de iones a través del poro del canal. Un ejemplo de estos ligandos,
también conocidos como agonistas, es el aminodcido L-glutamato, siendo el
neurotransmisores mds abundante e importante del Sistema Nervioso Central (SNC), capaz
de actuar sobre dos tipos de ROCs: ionotrdpicos y metabotrépicos. En concreto, en los
receptores lonotrépicos, la unién del neurotransmisor permite la entrada de Ca®"y/o Na*a
favor de gradiente electroquimico. Se han caracterizado tres formas de receptores
ionotrépicos de glutamato en el SNC, los cuales se denominan de acuerdo a la molécula

agonista que los activa:

» Receptores de tipo kainato, activados por acido kainico.

» Receptores de tipo AMPA, activados por amino 3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propionato.

> Receptores NMDA, activados por N-metil-D-aspartato. Estos deben su nombre a que
pueden ser activados selectivamente por el andlogo artificial del glutamato, Metil-
O-Aspartamo. Este receptor juega un papel de suma importancia en procesos de
memoria y aprendizaje. Su relevancia se debe a que presenta una alta permeabilidad
aNa'y ca®, y a su funcién como detector de coincidencia, esto es, que requieren,
para ser activados, tanto de la presencia de glutamato, como de la despolarizacion
de la membrana, dado que a potenciales de membrana de reposo el receptor se
encuentra inhibido por el i6n Mg”*. Dicha inhibicidn se revierteal despolarizarse la
membrana, probablemente producida por la apertura de los canales Kainato y AMPA

en presencia de glutamato.
11
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Otro canal de tipo ROC, es el receptor nicotinico de acetilcolina, el cual de la misma
forma que el receptor de glutamato puede dividirse en dos grandes grupo: receptores
ionotrdpicos, que permiten la apertura del canal idénico al unirse el neurotransmisor
(generalmente la Acetilcolina (Ach); y los receptores metabotrépicos, asociados a proteinas

G (proteinas de union a nucleétidos de guanina).
b.2) SMOCs

Se activan por segundos mensajeros procedentes de diversas cascadas de seializacion.
Un ejemplo de estos canales son los canales de Ca* activados por acido araquiddnico, un
segundo mensajero liberado de los fosfolipidos de la membrana plasmatica tras la activacién

de la fosfolipasa A,.
b.3) SOCs

Los canales de Ca** operados por depdsitos se activan en respuesta al vaciamiento de
Ca’* del RE promovido por mensajeros fisioldgicos capaces de movilizar Ca** o por diferentes

farmacos.

La entrada de Ca** desde el medio extracelular a través de dichos canales de la
membrana plasmatica se conoce como Entrada de ca* Operada por Depdsitos (SOCE). Esta
entrada es relativamente poco importante en células excitables, no obstante esta presente
en las neuronas. La entrada de Ca”* a través de esta via regula gran variedad de funciones
celulares, y guarda una importante relacion funcional con organulos subcelulares que

.. . 2+ . . .
participan en la homeostasis del Ca“* intracelular como son la mitocondria y el RE.

La proteina transmembrana STIM (molécula de interaccion estromal) actia como un
2+ 7 s .
sensor de Ca”" de los depdsitos (Figura 2). Esto se debe a que en su estructura, en concreto,
.. . 2
en la cara del lumen del RE, hay un dominio conocido como mano EF que une Ca“". Por lo
tanto, cuando la concentracion de este idn disminuye dentro de los depdsitos, también
disminuye el porcentaje del mismo que permanece unido al dominio mano EF, lo que
produce oligomerizacion entre varios STIMs. Dicha oligomerizacion permite la interaccion de

estas proteinas con los SOCs, como por ejemplo ORAIs y TRPs, los cuales se encuentran

12
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localizados en la membrana plasmatica formandose un poro que, al interaccionar con STIM,

permite la entrada selectiva de Ca’" (Feske, 2006).

ORAI/IRPC ©

Complex

v Agonist

Store-operated
Ca? signaling

Figura 2. Entrada Capacitativa de Calcio (SOCE). Tras la liberacion de Ca”" del RE al citosol, los STIMs, los cuales
poseen un dominio de unidén a ca” que, tras la liberacién, quedard vacante, oligomerizan y provocan su
acercamiento hacia la membrana plasmatica, Alli se encuentran una serie de proteinas llamadas SOCs, como
son ORAI y TRPC. Estas, al interaccionar con STIM, forman unos canales (tetrdmeros) que permiten la entrada
de Ca”* desde el espacio extracelular hacia el citosol para, posteriormente, rellenar los depdsitos previamente
vaciados (Pani, 2012).

En cuanto a qué isoformas de estas proteinas es mas relevante, cabe decir que
depende del tipo celular. Por ello, mientras que en las células no excitables, SOCE esta
controlado por STIM1, en las neuronas lo estd por la isoforma STIM2 (Berna-Erro, 2009).
Recientes investigaciones sugieren que SOCE participa en ciertas funciones neuronales,
como pueden ser la sefializacién por factores de transcripcién, crecimiento guiado del axén

o la plasticidad sinaptica (Majewski, 2015).

Durante la activacidon celular, los mecanismos responsables de la entrada de ca* al
citosol y, consecuentemente, de la elevacién de la [Ca®].t, son los canales de Ca** de la
membrana plasmética. Al finalizar el estimulo, la célula necesita recuperar los niveles de Ca**
basales, dado que un aumento mantenido de la [Ca2+]cit tiene efectos negativos en la célula
gue podrian, incluso, conducir a la muerte celular. Para regular este proceso existen diversos
sistemas de extrusion de Ca’* hacia el medio extracelular, manteniendo asi los niveles
basales de Ca*". Los mecanismos principales de extrusién de Ca’" a través de la membrana

plasmatica son dos, a saber, la ATPasa de calcio (PMCA) y el intercambiador Na*/ Ca® (NCX).

13
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» La PMCA es un mecanismo de transporte activo primario, luego se produce en
contra del gradiente electroquimico, expulsandose Ca** al espacio extracelular con
el consecuente gasto de energia, energia que se obtiene de la hidrdlisis de ATP.

» El NCX constituye un sistema de transporte activo secundario pues, aunque el
transporte de Ca’* al espacio extracelular se da en contra del gradiente
electroquimico, gracias al intercambio de Na* se alcanza una situacién donde la
energia total es favorable, es decir, que la energia liberada al transportarse Na"* a

favor de gradiente, se emplea para el transporte de Ca’* en contra de gradiente.

3.1.2 Transporte de Ca2+ a través de la Mitocondria

La mitocondria es un organulo subcelular que participa de forma activa en la
homeostasis del Ca®" intracelular, por lo que estd implicada en numerosos procesos
celulares. Esta delimitada por dos membranas, la membrana mitocondrial externa (MME) y
la membrana mitocondrial interna (MMI). La MME posee una gran cantidad de canales,
como las porinas o canales anionicos dependientes de voltaje (VDACs) lo que le confiere una
elevada permeabilidad a iones, como el ca”, y a proteinas pequefias. La MMI es
impermeable a iones y presenta una extensién mucho mayor que la membrana externa, ya
gue presenta numerosas crestas, luego la superficie efectiva de esta membrana interna es
elevada. En el espacio intermembrana (EIM)se encuentran diversas enzimas, entre las que

destacan la creatina quinasa y el citocromo C.

Estos organulos poseen una gran movilidad, sobre todo en neuronas. Suelen
localizarse en regiones con una elevada demanda metabdlica, como por ejemplo los
granulos de secrecidon (Hollenbeck, 2005). La mitocondria es responsable de la sintesis
aerdbica de ATP mediante la fosforilacién oxidativa, la moneda de cambio energético
celular, pues en sus enlaces fosfoanhidrido se guarda una gran cantidad de energia que, al
romperse, es liberada y utilizada para un sinfin de procesos fisioldgicos. En el ciclo de Krebs o
de los acidos tricarboxilicos se producen una serie de metabolitos de alto potencial redox
como el NADH y el FADH,. Estos compuestos van cediendo sus electrones secuencialmente a
través de complejos enzimaticos (cadena de transporte electrénica) hasta el ultimo aceptor

electrénico el O, para generar H,0. La energia redox obtenida es utilizada por estos
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elementos en bombear H* desde la matriz mitocondrial hasta el EIM, generdndose un
potencial eléctrico de unos -180 mV. La energia quimica almacenada en forma de potencial
eléctrico es utilizada por la ATP sintasa que retorna los H" a la matriz mitocondria y sintetiza
ATP a expensas de ADP de un modo tremendamente eficaz. Debido a este potencial tan
negativo, la entrada de Ca** desde el citosol a la mitocondria se ve muy favorecida (Parekh,
2005). Asi, la mitocondria tiene gran importancia en la regulacion local de la homeostasis de
Ca’* celular ya que capta Ca”* del citosol en respuesta a flujos de Ca** a través de canales en
la membrana plasmética o liberacion de Ca®* desde el RE. La mitocondria produce la mayor
parte del ATP presente en las neuronas, su energia almacenada es empleada para procesos

como la liberacion de neurotransmisores y la plasticidad sindptica (Mattson, 2007).

Curiosamente, una hipdtesis bastante aceptada sugiere que las mitocondrias,
proceden de procariotas aerdbicos que fueron endocitados (“tragados”) por células
procariotas anaerdbicas las cuales eran suficientemente eficientes a la hora de emplear
combustible para generar energia, pues no usaban el oxigeno para ello. Se generd una
simbiosis beneficiosa entre ambas células contribuyendo a la evolucién hacia las células

eucariotas (Margulis, L. 1975) .

En condiciones de reposo, la concentracién de Ca®* mitocondrial es similar a la
citosélica. Para alcanzar la matriz mitocondrial, el Ca** ha de atravesar la MME, proceso
llevado a cabo por transporte pasivo, y, posteriormente, la MMI. La enorme diferencia de
potencial entre la mitocondria y el citosol propicia la acumulacién de Ca** en el interior
mitocondrial a favor de su gradiente electroquimico. Puesto que dicha diferencia de
potencial es provocada por el bombeo de protones a lo largo de la cadena respiratoria, la
pérdida del potencial mitocondrial provocada por blogueantes de ésta (Antimicina A) o por
el empleo de protonéforos (carbonil cianida para-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP)),
anula la captacién de Ca** mitocondrial (Nufiez, 2006).

La entrada de Ca' al interior de la mitocondria es mediada, basicamente, por el
Uniportador de Ca®* Mitocondrial (MCU), localizado en la MMI (Figura 1). Un canal de Ca®*
intracelular que transporta Ca?* a favor de gradiente electroquimico, sin ser necesario el

acoplamiento a la hidrdlisis de ATP o transporte de otros iones.
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El Ca** gue ha acumulado la mitocondria se extruye de la matriz mitocondrial por
medio de intercambiadores mitocondriales ubicados en la MMI, estos utilizan el gradiente
electroquimico de cationes monovalentes para evitar que se llegue al equilibrio eléctrico. El
intercambiador Na'/Ca®* mitocondrial (NCXm) (Figura 1) (Palty, 2010), se expresa
fundamentalmente en células excitables, intercambidndose 3 iones Na* por cada i6n Ca**

que elimina; mientras que el que el intercambiador H*/Ca** mitocondrial es mayoritario en

células no excitables, introduce un H* por cada Ca* gue extruye.

3.1.3 Transporte de Ca2* en el Reticulo Endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico es un organulo presente en todas las neuronas que se
extiende desde el nlcleo pasando por soma, dendritas y espinas dendriticas, hasta los
axones y las terminales presindpticas. Puede considerarse al RE como un depdsito
intracelular de Ca®". Sin embargo, no es un mero almacén pasivo de Ca**, pues participa
activamente en los cambios de la [Ca*]q que tienen lugar durante la activacion celular. En
condiciones normales, la concentracién de Ca*'libre en el RE es similar a la concentracién de
Ca**del medio extracelular(Montero, 1995). Por lo tanto, el RE posee canales y sensores

. .. ., 2+.
dedicados al mantenimiento de la concentracién de Ca“intracelular.

Los principales canales responsables de la liberacién de Ca’* desde el RE al citosol en
respuesta a estimulos, en las neuronas, son el Receptor de Rianodina (RyR) yel Receptor de
Inositol-trifosfato (IPsR). Ademas, en el RE hay sistemas de bombeo de Ca?*, como la ATPasa
de Calcio del Reticulo Sarcoendopldsmico (SERCA), formando un sistema de transporte de
alta afinidad por ca”, pues son capaces de responder a pequeiias elevaciones de la
concentracién de Ca®', lo que permite ajustar los valores basales de la [Ca®'].: en reposo vy
rellenar los depdsitos tras su vaciamiento, lo que consume energia proveniente de la

hidrdlisis de ATP (Figura 1).

Estos depdsitos intracelulares, ademas, juegan un papel importante en la regulacién
~ 2 . . . . ,
de las sefiales de Ca“*. Por ejemplo, el RE, la mitocondria o los lisosomas actian como

sistemas tamponadores de Ca?*. Existen dos mecanismos posibles de regulacion:
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1. Liberacion del Ca**de los depdsitos para intensificar la sefial de Ca?,

2. Eliminacion del Ca** del citosol tras un aumento de este i6n.

El Ca** regula muchos de los procesos que tienen lugar en el lumen del RE, como la
sintesis de proteinas, el trafficking, o las respuestas celulares al estrés. Es por ello que la
perturbacion de la homeostasis del Ca®* del RE podria contribuir al desarrollo de situaciones
patoldgicas. Por otro lado, a pesar de que el nucleo y las mitocondrias también pueden
capturar Ca®*, tras la estimulacion celular, sélo lo hacen de forma transitoria, pues en
condiciones basales presentan una concentracion de Ca’* libre similar al citosol (Montero,

1995), (Chamero, 2002).

Dada las caracteristicas y funciones de las neuronas, es de suma importancia que el RE
sea capaz de actuar como un depdsito dindmico de Ca?*, capaz de acumular Ca®* de forma
activa y de liberarlo en respuesta a un estimulo fisiolégico. Se piensa que, en estas células, el
RE es ininterrumpido, proporcionando un sistema continuo que permite la sincronizacion a
lo largo de los diferentes compartimentos espaciales y funcionales de la neurona. Una serie

de ejemplos se muestran a continuacién:

> Dendritas: La liberacién de Ca** de los depdsitos participa en la modulacién de las
respuestas postsindpticas, asi como en la plasticidad sindptica.

> Terminales Axénicos: La liberacion de Ca** de los depdsitos participa en la fusién de
vesiculas y en la liberacién de neurotransmisores.

> Soma: La liberacién de Ca** de los depésitos estd acoplada a la activacion de vias de
sefializacion sensibles a Ca**, como actividades quinasa y fosfatasa.

> Espacio Perinuclear: La liberacién de Ca** de los depdsitos parece desencadenar la

transcripcidon de genes.

Existen evidencias que muestran cémo variaciones locales en la morfologia del RE
estdn asociadas con la densidad y maduracion de las espinas dendriticas, lo que relaciona la
morfologia del RE con cambios en la organizacion sinaptica y su funcionalidad (Stutzmann,

2011).
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En las neuronas existen dos vias principales para la salida del Ca’* del RE:

» Lavia del IP3: activado por Receptores Acoplados a Proteinas G (GPCRs).
» Liberacion de Ca®" inducida por Ca?* (CICR, Calcium-Induced Calcium Released), en la
que estan involucrados los RyR. Ademas, el Ca** puede ser liberado de forma pasiva a

través de los canales tipo "leak".

3.1.3.1.1 Via del IP3: Receptores de Inositol-trifosfato

La unién de neurotransmisores a receptores especificos de la membrana plasmatica,
como son los receptores metabotrépicos de glutamato, receptores muscarinicos de ACh o
receptores de ATP tipo P2Y, lleva a la activacion de la Fosfolipasa C (PLC), que cataliza la
hidrélisis de Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), produciendo los segundos mensajeros
intracelulares IPs y Diacilglicerol (DAG) (Figura 3). El IP; posee gran movilidad por el
citoplasma y es capaz de difundir al interior celular, permitiendo su unién a los Receptores
de IP5 (IP3Rs) del RE. Esta unién provoca un cambio conformacional de los IP3Rs, dando lugar
a la apertura del canal y, por ende, a la liberacién de Ca**al citosol a favor del gradiente
electroquimico, pues, como ya se ha explicado anteriormente, éste se encuentra
almacenado en grandes concentraciones dentro del RE. Posteriormente, mediante la accién
conjunta del DAG, fosfatidilserina (lipido de membrana de la cara citosdlica) y del Ca’' recién

liberado, se activa la Proteina Quinasa C (PKC) implicada en diversos procesos celulares.
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Figura 3. Liberacion de Ca® a través de Receptores. Aqui, la unidn del agonista al GPCR provoca la
hidrdlisis, por la actuacién de la PLC, del PIP, en dos compuestos, IP; y DAG. El IP; difunde por el citosol
hasta los IP3Rs del RE, uniéndose a ellos y provocando un cambio conformacional de los mismos que
permiten la liberacion de ca’* al citosol, desde el RE, a favor de su gradiente electroquimico. La accion
conjunta del Ca” liberado y del DAG, con ayuda de la fosfatidilserina, activan a la PKC.)(Alberst, Bray,
Lewis, Raff, Roberts, & Watson, 2008)

Los IP3Rs son canales de Ca* intracelulares activados por ligando, formados por cuatro
subunidades. Se conocen tres genes diferentes que codifican para tres isoformas diferentes,
IPsR1, IPsR2 e IP3R3. Cada una de ellas tiene sitios de splicing alternativo por lo que habria
mas de 3. Los diferentes isoformas estan presentes de forma ubicua en todos los tejidos de

animales, siendo la isoforma IP3R1 la que se expresa principalmente en las neuronas.

Los IP3R participan en diferentes procesos fisiolégicos, como la transcripcién de genes,
procesos de aprendizaje y de memoria (Foskett, 2007). Como para casi todos los receptores,
los IP3R también tienen mds de un regulador, pues el Ca®* en si mismo acttia como un
modulador alostérico, dado que probabilidad de apertura de los IPsR aumenta cuando se
producen pequefios incrementos en la concentracion de Ca®* (<300 nM). Sin embargo, a
elevadas concentraciones de Ca®* (>1 puM) la apertura de estos receptores se ve inhibida
(Foskett, 2007). Esta dependencia, en forma de campana, de la actividad de los IP3R con la
[Ca*"]t es critica para la generacién de sefiales de Ca®* complejas en muchas células. Pero no

sélo el Ca** y el IP3 actuan como reguladores positivos de la actividad de estos canales, sino
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gue también lo hacen otras proteinas como calmodulina, proteina quinasa dependiente de
calmodulina o PKC. Otro activador es el citocromo C, el cual interviene en la muerte celular
por apoptosis, tal que cuando éste se libera desde la mitocondria, tiene lugar la apoptosis de
origen mitocondrial. Como inhibidor de la actividad de los canales IP3Rs, cabe destacar a la

cafeina.

La estructura de estos receptores consiste en tetrdmeros de unos 2700 aminodcidos,
conteniendo 6 segmentos transmembrana (Figura 4-Se muestra un dimero). El IP3 se une en
el extremo N-terminal. En esta zona de unién pueden distinguirse dos zonas estructurales, la
zona alfa (que se llama asi por estar formada por hélices-a) y la Beta (formada por hojas
plegada B) que, cuando el IP; se aproxima, estas estructuras lo envuelven. Cada una de las
subunidades tiene un sitio de union para éste, pudiéndose unir hasta 4 moléculas por
receptor. Sin embargo, se cree basta con que se unan entre 2 y 3 moléculas de IP3 para

activar el canal.

InsP3 R
activation

ER membrane

ER lumen

caz+

Figura 4. Salida de ca”* del reticulo endoplasmatico a traves del IP;R.Se observa como el ca” y el IP;
se unen al IP5R originando un cambio conformacional de dicho receptor y, por ende, permitiendo asi la
salida de calcio del RE (Berridge M. J., 2012)

Como se observa en la Figura 4, lo que hay en el extremo amino terminal de cada
subunidad proteica es una zona con abundantes cargas positivas y, dado que el IP3 estd
cargado negativamente, propicia la unién de éste al receptor. El receptor también posee en
su dominio citosdlico, zonas con carga negativa de unién a Ca®". Por lo tanto, para que estos

receptores se abran es necesario IPs y Ca”.

20



INTRODUCCION

En la siguiente figura puede observarse cdmo varian las probabilidades de apertura de

estos receptores, segun las concentraciones de IP3 y Ca*.
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Figura 5. Corrientes unitarias generadas por distintas concentraciones de ca® e IP;. A-C. Cambio de la
probabilidad de apertura del IPsR en funcion de la [Ca™ y [IPs].(Kaftan, 1997).

El Ca**activa el IPsR a bajas concentraciones, pero cuando ésta aumenta, se observa
una inhibicién o disminucién de la probabilidad de apertura. Por lo tanto, el Ca®*actdia como
arma de doble filo, activando e inhibiendo el IPsR segln su concentracién, lo que permite
gue no haya una excesiva liberacién de este idn. Esta regulacién podria generar oscilaciones
de la concentracién de Ca®* citosdlica, pues cuando vuelve a disminuir su concentracion

citosélica, hasta un cierto punto, el IP3R podra volverse a activar.

Cabe destacar como, por debajo de concentraciones fisioldgicas, 100 nM, el IPsR
practicamente no se activa, a pesar de elevadas concentraciones de IPs.La probabilidad de
apertura de estos canales aumenta a medida que la concentracién de IP3 y de Ca’* lo hace.

Sin embargo, esta probabilidad de apertura difiere entre isoformas.
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Figura 6. Probabilidad de apertura de las distintas isoformas de IP;R segun la [IP;].Cambio de la
probabilidad de apertura de las diferentes isoformas del IP;R en funcion de la [IPs].(Mak, 2001).
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Estos receptores también son activados por ATP. Desplaza la curva de activacién tal
que serd necesaria una concentraciéon de Ca** menor para que los IPsR se activen.
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Figura 7. Probabilidad de apertura de IP;R en funcién de la [ATP] y [Caz+]. Cambio de la probabilidad de
apertura del IPsR en funcion de la [Ca2+] y [ATP] (Mak, 2001).

3.2 REMODELACION DEL CALCIO INTRACELULAR EN EL ENVEJECIMIENTO
NEURONAL

Todo lo expuesto hasta aqui explica la correcta regulacién del Ca”* intracelular a nivel
celular. Sin embargo, los diversos mecanismos regulatorios de esta homeostasis pueden
verse alterados por diversas razones, como por ejemplo ciertas patologias o viceversa, la
dishomeostasis del Ca** intracelular puede contribuir al desarrollo de diferentes patologias.
Entre estas causas y consecuencias, y dada la tematica del presente trabajo, cabe destacar el
envejecimiento neuronal y, consecuentemente, enfermedades neurodegenerativas. Los
efectos de esta desregulacion pueden dar lugar a una pérdida de la funcién sinaptica, menor
plasticidad sindptica y degeneracidon neuronal que llevaria al deterioro cognitivo y la

enfermedad neurodegenerativa.

Entre otros factores que pueden jugar un papel importante en la desregulacién de la
homeostasis del Ca’* intracelular, cabe destacar el estrés oxidativo, las modificaciones a
nivel del metabolismo energético mitocondrial y la formacion de agregados de proteinas que
se relacionan con enfermedades, como es el caso del péptido B-amiloide en la enfermedad

de Alzheimer.
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3.2.1 Hipotesis del Remodelado del Calcio en el Envejecimiento Neuronal

En la década de los 80, surgid una hipodtesis relacionada con la fisiologia del
envejecimiento neuronal y la neurodegeneracién que sugeria un papel importante por parte
de los mecanismos de regulacién del Ca’" intracelular (Khachaturian, 1987)(Disterhoft,
1994). Alteraciones en la homeostasis del Ca** intracelular se traducen en una mayor
susceptibilidad a enfermedades relacionadas con el envejecimiento y muerte neuronal. No
obstante, dependiendo del tipo neuronal, los cambios y la susceptibilidad a dichos cambios

difiere, teniéndose que es mayor para las neuronas hipocampales y corticales (Foster, 2007).

Entre los diferentes mecanismos alterados que regulan la homeostasis del Ca** intracelular,

se encuentran (Figura 8):
» Mayor actividad de los VOCCs.
> Disminucién de proteinas tamponadoras de Ca®* como calbindina
» Anormalidades a nivel mitocondrial:
o Disfuncién de la cadena de transporte de electrones.
o Cambios en el AW,,.
o Sobreexpresion del MCU (Calvo-Rodriguez, 2016)

Esto da lugar a la muerte celular, pues la produccidn de especies reactivas de oxigeno

(ROS) se ve aumentada a consecuencia de lo anterior (Petrosillo, 2004).
» Dep0sitos de Ca?* menos eficientes:

o Aumenta la actividad de los RyR y, por ende, se libera mas Ca** al citosol

desde los depdsitos.

o Disfuncién de la SERCA.
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Figura 8. Remodelado del Ca** intracelular en la neurodegeneracién. Se muestran las alteraciones producidas

en la homeostasis del calcio intracelular en el proceso de neurodegeneracidén. Alzheimer's disease (AD) ,

Parkinson's disease (PD), Huntington's disease (HD) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). (Marambaud,

2009).

Es importante remarcar que las alteraciones que sufren los mecanismos reguladores

de la homeostasis del Ca®" no son ni globales ni instantaneos, sino que son de caracter

progresivo, a la par que locales (Toescu, 2007).

3.2.2 Fisiopatologia del Envejecimiento Neuronal.

La plasticidad neuronal es la capacidad de estas células para crear nuevas conexiones,

asi como para destruirlas, asi como de promover cambios en la eficacia sindptica con el fin

de modificar su funcionamiento y, por ende, aprender, mejorar la respuesta a estimulos

externos, etc ... o en otras palabras, de la capacidad de cambiar la fuerza de las conexiones

sindpticas entre dos neuronas. Aqui cabe destacar los mecanismos de Potenciacion a Largo

Plazo (LTP) y la Depresion a Largo Plazo (LTD)

» La LTP puede ser entendida como un patréon de actividad sinaptica que intensifica la

fuerza sindptica de forma prolongada, resultado de la estimulacion sincrona de las
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neuronas que intervienen en dicha sinapsis, aumentando asi la densidad sindptica de
Receptores de Glutamato. Asi, la LTP en el hipocampo de los mamiferos depende de
la entrada de Ca®* a través de los canales de los receptores NMDA. El LTP es
importante en tanto que parece estar relacionado con los procesos de aprendizaje y
memoria, pensandose en éste mecanismo como uno de los principales en dichos
procesos. En concreto, se ha observado un importante papel del Ca’* en la
plasticidad sinaptica, pues, para que la LTP tenga lugar, es necesaria la entrada de

Ca”* a través de la membrana postsinaptica (Bliss, 1993).

El problema surge cuando, como se ha visto anteriormente, la concentracidn de ca’

se ve aumentada, pues esta situacién resulta en una menor excitabilidad. Por lo
tanto, en los sistemas nerviosos de animales envejecidos, respecto de los animales
jévenes, serd necesaria una mayor estimulacién para que la LTP tenga lugar (Foster,

2007).

» LTD: En animales envejecidos aumenta la susceptibilidad a LTD, pues el umbral que
ésta requiere disminuye en éstos, respecto de los animales jévenes. Esto, en cierto
modo, puede explicar las dificultades de aprendizaje y problemas de memoria que

presentan los animales ancianos.

Cabe distinguir las siguientes rutas de entrada de Ca®" en la neurona:

» Via Receptores NMDA (NMDARs): Los NMDARs constituyen una de las principales
vias de entrada de Ca®" en la neurona post-sinaptica. Ademas, estan involucrados en
la plasticidad sindptica, la memoria y en la excitotoxicidad del SNC, los cuales juegan
un importante papel en el envejecimiento neuronal, sobretodo hipocampal. A pesar
de los numerosos estudios realizados sobre el papel de estos receptores en el
envejecimiento neuronal, los resultados inferidos muestran resultados
contradictorios. Por un lado, unos autores afirman que la expresion, a nivel de

proteina, de NMDARs, o la actividad de estos, se ve reducida (Lehohla, 2008)
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(Bodhinathan, 2010).Por otro lado, se tiene una corriente totalmente contraria a lo
anterior, pues hay estudios que afirman que se produce un aumento de la actividad
de NMDAR (Brewer, 2007). Recientemente se ha descrito que el envejecimiento
promueve cambios relativos en la expresion de diferentes isoformas de NMDARs que

dan lugar a una mayor entrada de Ca** con el envejecimiento (Calvo, 2015).

» Via VOCCs: En las neuronas de hipocampo, pero no por ello en todos los tipos
neuronales, se han encontrado evidencias de que la entrada de Ca® en la neurona a
través de los VOCCs estd correlacionado positivamente con la edad. Esto podria
deberse al aumento de los canales tipo L, puesto que éstos tienden a permanecer
mayor tiempo abiertos cuanto mas envejecida esté la neurona, lo que posibilita una

mavyor entrada de Ca**(Chan, 2007), (Thibault, 2007).

A diferencia de las neuronas jovenes, en las envejecidas la eficiencia del proceso de
vuelta al estado basal tras una estimulacion se ve disminuida, pues requiere de un mayor
lapso de tiempo para llevarse a cabo. En este proceso de recuperacion tienen mucho que ver
los sistemas de bombeo de Ca2+, tal como la Bomba de Ca** de la Membrana Plasmdtica
(PMCA), para la que existen evidencias de una menor expresion y una reduccion de su
actividad en las células envejecidas, respecto de las jévenes, pues los ROS generados a raiz
de la disfuncion mitocondrial, tienen cierto caracter inhibitorio sobre dicha bomba, tanto
directamente o a través de un regulador suyo, la calmodulina (Zaidi, 1998) (Zaid, 1999)
(Michaelis, 1996). La calmodulina, al igual que otras proteinas tales como calbindina vy
parvalbimina, actian como tamponadores de Ca’* dada su afinidad por el mismo. Aunque
no es generalizable a todos los tipos neuronales, en el SNC la expresién de estas proteinas se

ve disminuida con la edad.

En lo referente al RE, (Thibault, 2007) evidenciaron, en neuronas hipocampales, un
aumento de la liberacién de Ca®" a través, tanto de IPsR como de RyR, asi como una
reduccidon en la actividad de la SERCA (Pottorf, 2000). Sin embargo, (Kirischuk, 1996)

encontraron que este hecho no es generalizable a los diferentes tipos neuronales.
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En cuanto a la mitocondria, como ya se ha comentado anteriormente, ve su
funcionalidad alterada. Hay evidencias claras de que, con el envejecimiento, se produce una
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial (Hagen, 1997), lo que resultaria en
un descenso de la capacidad mitocondrial para la captura de Ca® (Xiong, 2004). En
contraposicién, podria verse esta modificacion como una ventaja adaptativa dado el hecho
de que asi se impide, en cierto modo, una sobrecarga de Ca’* en la mitocondria y, por ende,
dificultando el alcanzar la muerte celular que dicha sobrecarga podria provocar (Toescu,

2007).

Las neuronas son unas de las células que mayor energia consumen. Y en este punto se
observan claras diferencias entre las neuronas jovenes y envejecidas, pues estas ultimas son
menos eficientes en la generacion de ATP al verse danada la actividad de las ATPasas,
provocando que los niveles de ca® permanezcan elevados, resultado de lo anterior con una

. . 2+ s
entrada mantenida del mismo Ca“" a través de los Receptores de glutamato y de los VOCCs

(Navarro, 2004) (Nicholls, 2008).

3.2.3 Modelos para el Estudio del Envejecimiento Fisiolégico In Vitro

El estudio del envejecimiento fisioldgico del cerebro puede realizarse a través de
diversos modelos, desde cultivos in vitro hasta animales in vivo o rodajas de cerebro. Los
modelos animales o rodajas de cerebros se emplean para el estudio del desarrollo neuronal
o la degeneracidén. Sin embargo, dada la complejidad del tejido nervioso a estudiar y de los
mecanismos a nivel celular o molecular en estos modelos, resulta en un camino un tanto
tortuoso. Para intentar sortear esta complejidad, en ocasiones se recurre a los sistemas in
vitro que, aunque no presentan las caracteristicas de un tejido intacto, son menos complejos
que el tejido neuronal y, por lo tanto, resultan ideales para estudiar, tanto la localizaciéon

subcelular de proteinas de interés, como la homeostasis de ciertos iones.

En cuanto a las lineas celulares continuas, éstas no suelen utilizarse, pues al dividirse
no envejecen de igual forma a como lo hacen las neuronas en condiciones reales. Por ello,
en la mayoria de las investigaciones de tal indole se recurre a los cultivos primarios. Para
estos cultivos pueden emplearse células obtenidas de tejido procedente de un cerebro viejo.
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Sin embargo, dada la alta complejidad de estos tejidos para el cultivo celular, tanto en su
obtencién como en su mantenimiento, los cultivos de neuronas se preparan normalmente a
partir de embriones en los ultimos estadios del desarrollo o de ratas recién nacidas. El hecho
de elegir ratas como modelo animal se debe a que el genoma de éstas comparte un 97 % de

homologia con el de los seres humanos.

Estd descrito que las neuronas, mantenidas en cultivo a largo plazo, provenientes de
cultivos primarios de embriones o de ratas neonatas, puede considerarse, al menos en
parte, un buen modelo para el estudio de diversos aspectos del envejecimiento neuronal
(Brewer, 2007), (Sodero, 2011). Por ejemplo, se ha encontrado una correlaciéon entre
estudios in vivo y estos cultivos al estudiar el aumento progresivo de la vulnerabilidad a la
excitotoxicidad, la cual sucede a medida que los cultivos envejecen. También se han
descrito, en neuronas de hipocampo en cultivo, mas marcadores que correlacionan con el
envejecimiento neuronal in vivo, como son la acumulacion de Especies Reactivas del Oxigeno
(ROS), presencia de granulos de lipofuscina, activacion de la proteina quinasa N-terminal Jun
(pJNK) y de las vias p53/p21, asi como una pérdida gradual de colesterol, todos ellos tras
pocas semanas en cultivo (Sodero, 2011). A su vez, las neuronas de hipocampo en cultivo
muestran un aumento del tamafo de los cuerpos celulares a medida que éstas envejecen,
asi como la formacién de una extensa red de neuritas (Banker, 1977). Esta fase de
crecimiento en cultivo se caracteriza ademas por la sinaptogénesis, que les confiere unas
caracteristicas electrofisioldgicas similares a las que presentan in situ o en rodajas (Basarsky,

1994).

A nivel mitocondrial, existe un cambio en el potencial de membrana, pues en ciertas
preparaciones se ha observado que con el envejecimiento parte de las mitocondrias
aparecen despolarizadas (Hagen, 1997). La lipofuscina es un pigmento de color pardo-
amarillento con fluorescencia propia, procedente de la degradacion lisosomal incompleta de
las mitocondrias dafadas. Este desecho celular se encuentra unido a la membrana
plasmatica, de forma que no puede ser degradado ni expulsado de la célula, sino que sélo se
puede diluir a través de la division celular y el crecimiento posterior. De esta forma, la
lipofuscina se acumula como un "pigmento de envejecimiento" (Gray, 2005), caracteristica

que también se observa en las neuronas que han sido envejecidas en cultivo (Sodero, 2011).
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Por lo tanto, queda patente que el modelo in vitro de neuronas de hipocampo a partir de
cultivos primarios de ratas neonatas proporcionan un buen modelo animal para estudiar la

fisiologia del envejecimiento neuronal.

29



4

4.1

OBIJETIVOS Y PLAN DE TRABAIJO

OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
OBJETIVOS

En relacién a los antecedentes anteriormente descritos, se plantea la siguiente

hipodtesis de trabajo: El envejecimiento neuronal se relaciona con un aumento de la [Ca%]eit y

la remodelacién del Ca** de los organulos subcelulares, entre los que destacan la

mitocondria y el reticulo endoplasmico. De acuerdo a esto, el principal objetivo del presente

trabajo es contribuir a estudiar las posibles alteraciones a nivel de la regulacion del Ca

2+

intracelular en el envejecimiento. Para abordar dicho objetivo se plantea abordar los

siguientes objetivos:

4.2

1. Caracterizacion de cultivos mixtos de hipocampo de rata tras diferentes dias de
cultivo in vitro.

2. Andlisis de expresion diferencial, a nivel de proteina, de las isoformas del IP3R
durante el envejecimiento neuronal in vitro.

3. Estudio de la variacién del potencial mitocondrial de neuronas con el

envejecimiento in vitro.

PLAN DE TRABAJO

Para poder alcanzar los objetivos descritos en el apartado anterior se han seguido las

siguientes etapas:

1. Revision bibliografica.

2. Obtener cultivos primarios de hipocampo de rata.

3. Caracterizacion de los tipos celulares presentes en el cultivo.

4. Demostrar la funcionalidad de las neuronas.

5. Determinar el nivel de expresién de las distintas isoformas del Receptor Inositol-
trifosfato en neuronas durante el envejecimiento in vitro.

6. Evaluar el potencial mitocondrial de neuronas a diferentes dias In Vitro.

7. Analisis de resultados y elaboracién de conclusiones.

8. Elaboracion de la memoria.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 MATERIAL

5.1.1

Equipos Empleados

a continuacion:

5.1.2

Incubador Hera Cell 150 (Thermo Scientific)

Campana de Flujo Laminar (Telstar Biostar)

A lo largo de este trabajo se han empleado diversos equipos, los cuales se enumeran

Equipo de imagen de fluorescencia dotado de microscopio invertido Zeiss S100 TV

con camara de fluorescencia Hamamatsu ER-ORCA (Hamamatsu Photonics France),

rueda de filtros y sistema de perfusion.
Microscopio Eclipse 90i (Nikon)
Microscopio eclipse T5100 (Nikon)

Microscopio Gmbt Stemi 305 Zeiss

Tampones y Soluciones

Medio HANK'S BSA 0.6%
- Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

- Albumina de suero bobino libre de acidos grasos (BSA)0.6%

Medio Nutriente F-12 HAM (pH 7.42)

- Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEN) 4.5 g/L de glucosa

- 4-2-Hidroxyethyl piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) 25 mM
- NaHCO3; 4 mM
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» Medio Neurobasal
- Neurobasal
- Gentamicina 1 ug/mL
- L-Glutamina 2 mM
- Vitamina B27 2 %
- Suero Bovino Fetal (FBS) 10%

» Tampon Fosfato Salino (PBS) (pH 7.4)
- NaCl 136 mM
-KCl 2.7 mM
- NaHPO4, 8 mM
- KH,PO4 1.5 mM

» Medio Externo Completo (MEC) (pH=7.42)
- NaCl 145 mM
- KCI 5 mM
- MgCl; 1 mM
- HEPES 10 mM
-CaCl, 1 mM

- Glucosa 10 mM

» Medio Sin Magnesio (Mg 0) (pH 7,42)
- NaCl 146 mM
- KCI5 mM
- HEPES 10 mM
- Glucosa 10 mM

-CaCl 1 mM
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> Medio Alto K* (145 mM) (pH 7,42):
- KCl 145 mM
- MgCl, 1 mM
- HEPES 10 mM
-CaCl, 1 mM

- Glucosa 10 mM

» Medio Libre de Calcio (Ca0) (pH 7,42)
- NaCl 145 mM
- KCI 5 mM
- MgCl, 1 mM
- HEPES 10 mM

- Ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA) 0.5 mM

» Medio NMDA Libre de Magnesio (Mg0)
- MgO
- Glucosa 10 mM

-CaCl, 1 mM
- NMDA 100 uM
- Glicina 10 uM

» Medio FCCP 10 uM en Ca** 1mM (Cal)
-Cal mM
- FCCP 10 uM

- Oligomicina 0.12 uM
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Dicloroacetato (DCA) 5mM en Cal
-CalmM
- DCA

Reactivos

BD Transduction Laboratories (Madrid, Espaia):
-Poly-D-Lysine

- Anticuerpo primario policlonal de ratén anti (a) IP3R3

Covance (Princeton, NJ, EE.UU):

- Anticuerpo primario monoclonal de ratén a -B-tubulina lll

Gibco (Barcelona, Espaiia):
- Gentamicina

- Medio HBSS

- Medio Neurobasal

- L-Glutamina

- Suplemento B27

- Suero de caballo (HS)

Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, EE.UU):
- Fura2/AM
- TMRM

MATERIAL Y METODOS

- Anticuerpo secundario polilonal a-IgG de conejo conjugado Alexa Flior 488, hecho

en cabra.

- Anticuerpo secundario polilonal a-IgG de conejo conjugado Alexa Flior 488, hecho

en mono.

Molecular Probes (Eugene, OR, EE.UU):

- Anticuerpo secundario a-IgG de conejo conjugado Alexa Fluor 594
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Lonza (Barcelona, Spain):

- Suero Bovino Fetal (FBS)

Merck (Madrid, Espafia):
- Ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA)
- CaCl,

- KCl

- Na;HPO,

- KH,PO

- HCl

- MgCl,

- NaCl

- NaOH

- Tris-HCI

- Triton X-100

Milipore Corp (Bedford, MA,EE.UU)

- Filtros estériles de 0.22 um

Nunc Labclinics (Barcelona, Spain):
- Placas de cultivo de cuatro pocillos

- Placas Petri

Sigma-Aldrich Co. (Madrid, Espaia):

- 4' 6-diamino-2-fenilindol (DAPI)

- Anticuerpo secundario a-IgG de ratdn conjugado con FITC, hecho en cabra
- Anticuerpo primario policlonal de conejo a-GFAP

- DCA

-DNAsa |

- Albumina de Suero Bovino libre de acidos grasos (BSA)

- Glicina
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- HEPES
- NMDA
- Paraformaldehido (PFA)

» Worthington (Lakewood, NJ, EE.UU):

- Papaina 37.1 u/mgP

» Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas, EE.UU):
- Anticuerpo primario policlonal de cabra a-IP3R1

- Anticuerpo primario policlonal de cabra a-IP3R2

5.1.4 Animales

Las ratas Wistar neonatas son suministradas por el animalario de la Universidad de
Valladolid. Todos los animales se manipulan de acuerdo al estandar ético de la Universidad
de Valladolid, bajo los protocolos aprobados por el animalario de acuerdo a la Convencidn

Europea 123/consejo de Europa y la Directiva 86/609/EEC.

5.2 METODOS EXPERIMENTALES

5.2.1 Cultivos Primarios de Neuronas de Hipocampo

» Cristales de Poly-D-Lisina

Se utilizan cristales de 12 mm de didametro. Se sumergen en etanol 100 % para
esterilizar. Se colocan apoyados en la pared de una placa Petri grande con el fondo cubierto
de parafilm para que se sequen. Una vez se ha evaporado el etanol, se colocan los cristales
en el fondo de la placa y con ayuda de una pipeta Pasteur se aflade a cada uno una gota de
poly-D-Lisina de concentraciéon 1 mg/mL. La Poly-D-Lys facilita la unién de proteinas y células
a superficies sdlidas para aplicaciones bioldgicas, dado que mejora la interaccidon
electrostatica entre los iones cargados negativamente de la membrana celular y los iones
cargados positivamente de la superficie del cultivo al aumentar el nimero de sitios cargados

positivamente disponibles para la unién a las células.
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Figura 9. Estructura Poly-D-Lys. Se trata de un polimero sintético cargado positivamente procedente del
aminodcido D-Lisina.

Se deja actuar durante 12 h en el incubador a 37 °C y 10% de CO, en condiciones de
esterilidad. Transcurrido este tiempo, se retira la poly-D-Lys con una pipeta Pasteur y a
continuacion, se lava con agua desionizada estéril. Para ello se aflade una gota de agua
desionizada estéril, se deja actuar durante 15 minutos y se retira con una pipeta. Se realizan
seis lavados. Finalmente, se coloca un cristal, con el lado tratado hacia arriba, en cada uno

de los cuatro pocillos de una placa de cultivo celular (Nunc).

» Placas Nunc
Bajo campana de flujo laminar se afiaden 500 uL de Neurobasal a cada pocillo y se
guardan en el incubador a 37 °Cy 5 % de CO, hasta el momento de su uso, para que el

medio tenga el pH idéneo.

Las ratas Wistar neonatas (0-1 dias) se sacrifican por decapitacidon siguiendo el
protocolo de Brewer (Brewer G. T., 1993) modificado por Perez-Otafio (Perez-Otano, 2006)
en condiciones de esterilidad, para posteriormente extraer el cerebro y diseccionarlo,
separando el hipocampo de la corteza. Las células de interés se disocian mecdnicamente y

por digestién enzimatica obteniendo una mezcla de neuronas y células glia.

» Diseccion
Previamente a la diseccién, se activa la papaina, encargada de la disgregacion
enzimatica del hipocampo. Para ello, en campana, en un eppendorf se anaden 1800 pL de

BSA 0.6 % y 2% de papaina 36.8 mgP/mL vy se se incuba durante 20 minutos a 37 °Cy 10 %
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de CO,. Una vez que la papaina esta activada, se filtra utilizando un filtro PUDF de 0.22 um a

un eppendorf estéril.

La rata se sacrifica por decapitacién y la cabeza se lava en HAM'S F-12. Posteriormente,
ésta se coloca sobre una placa Petri con el fondo cubierto de HAM'S F-12 para proceder a la
extraccién del cerebro, para ello se corta la piel y el crdneo, y con ayuda de una espatula se
extrae el cerebro, el cual se lava en medio HAM'S F-12. Tras la extraccion del cerebro, con
ayuda de un bisturi, se realizan cortes longitudinales en cada hemisferio, entre la corteza y el
mesencéfalo y se transfieren las partes seleccionadas (hemisferios) a una placa Petri con
medio HAM'S F-12. Usando un microscopio estereoscopico de tipo Greenough, se retiran las
meninges. El hipocampo es una pequefia estructura con forma de haba situada en el I6bulo
temporal medio. El hipocampo se separa de la corteza, empleando unas tijeras de
oftalmdlogo, se retira el giro dentado. Posteriormente, el tejido de hipocampo se transfiere

a una placa de 4 pocillos que contiene medio HANK’S BSA 0.6 % y se trocea el tejido con
I
Figura 10.Diseccion Hipocampo de ratas neonatas. Tras extraer el cerebro, se realizan cortes siguiendo la linea

discontinua blanca que muestra la figura b separando asi ambos hemisferios. A continuacidn, se retiran las
meninges y posteriormente el giro dentado, obteniendo asi el hipocampo.

tijera de oftalmdlogo.

n

A continuacién, los trozos de hipocampo se digieren mecanicamente. Para ello, se
transfieren a un eppendorf, el cual contiene 1800 pL una disolucion de papaina (20
unidades de papaina por mL medio de HAM's F-12) previamente activada vy filtrada; y se
incuban durante 15 minutos a 37 °C en una atmosfera a 10 % de CO,. Tras la incubacion se
afiaden 80 puL DNAsa | (50 pg/mL) y se incuba en las mismas condiciones durante 15 minutos,
de esta forma se elimina el DNA que puede quedar en el medio, ya que resulta téxico para
las neuronas.
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» Purificacion de las células
Posteriormente a la incubacién con papaina y DNAsa | se lava el tejido 3 veces con
medio Neurobasal, dejando decantar los fragmentos de hipocampo y retirando el
sobrenadante. A continuacidn, se disgregan de forma mecdnica con una pipeta de 5 mL en
medio Neurobasal y el sobrenadante se pasa a un tubo estéril de 10 mL hasta obtener un
volumen aproximadamente de 9 mL. La suspension de células resultante se centrifuga a 900
rom y 24 °C durante 5 minutos. Se retira el sobrenadante y las células se resuspenden en

100 pL de Horse Serum (HS) y 900 plL de medio Neurobasal.

Preparar cristales

Recubrir con Poly-D-Lisina.
Lavar e incubar en medio.

/an G o |

Disecionar hipocampo

> ~

: . W
ey — &

Digerir tejido y sembrar célular

Incubar los cultivos a37 °Cal 5 % CO»

Figura 11. Protocolos para cultivos primarios de células de hipocampo de ratas neonatas. En orden
decreciciente: i) Preparacion de cristales de Poly-D-Lysina, ii) Extraccidon del hipocampo de ratas neonatas. iii)
Disgregacion del tejido, iv) Siembra de las células en cristales cubiertos de poly-D-Lysina. Modificado de (
Beaudoin, 2012).
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» Recuento y siembra de células
En una cdmara Neubauer y con ayuda de una pipeta Pasteur se aflade una pequefia
alicuota de la suspension celular. A continuacidn, en el microscopio se cuentan las células.
para, posteriormente, determinar el volumen necesario de la suspensién celular para

sembrar en cada cristal el nimero de células deseado, en este caso 30 000 células/cristal.

30 000 cél 1000 uL
namero de cél/mL 1mL

V(uL) =

Una vez hallado el volumen necesario, éste se afiade gota a gota en forma de cruz
sobre los cristales, colocados en placas de cultivo celular (Nunc), para que las células queden

repartidas homogéneamente y se incuban a 37 °Cy 5 % CO,; hasta su utilizacién.

5.2.2 Imagen de Calcio Intracelular Empleando la Sonda Fluorescente Fura2/ AM

La medida de la concentracion de Ca** libre en el citosol a nivel de célula Gnica se
realiza mediante imagen de fluorescencia, empleando la sonda fluorescente fura-2/AM. El
fura-2 es una sonda quelante fluorescente, desarrollada por el premio Nobel Prof. Roger
Tsien, recientemente fallecido, de tal forma que compleja al Ca* y permite su
monitorizacién en tiempo real. El espectro de excitacion de fura-2 explica las propiedades de
esta quelante como sonda de Ca®". Al aumentar la concentracién de Ca®* aumenta la
fluorescencia emitida a 510 nm cuando excitamos la sonda con luz de 340 nm. Por el
contrario, el aumento de la concentracién de Ca** induce el apagamiento de la fluorescencia
emitida a 510 nm cuando excitamos con luz a 380 nm. Este diferente comportamiento a
estas dos longitudes de onda permite realizar medidas ratiométricas, lo que tiene varias
ventajas. El cociente de fluorescencias F340/F380 cambia mucho mas que cualquiera de las
dos fluorescencias por separado y hace la medida de calcio independiente de la carga de

colorante en cada célula (Grynkiewicz, 1985).

. . 2 . Sy

El fura-2 es un indicador de Ca“" que contiene restos aromaticos, los cuales le
confieren sus propiedades fluorescentes. Se trata de una molécula polar, y por ende, incapaz
de atravesar las membranas celulares, por lo que es incluido en las células en forma de su

derivado acetoximetiléster (fura-2/AM), el cual, gracias a su caracter hidréfobo atraviesa las
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membranas celulares mediante transporte pasivo. Una vez en el interior de las células es
hidrolizado por esterasas intracelulares liberando la molécula de fura-2 acido y quedando

retenido el fluoréforo en el interior (Figura 12).

| LR CouR COLR CO,R |I:$ H &M -.;.-.'.l H :;.-..- H O 3
! [ | F ! [eay
[ e_"~ j 7 esterasa i L i Ca® :H 2-_ S5 =
: . _— =0 0 Oo—i 2
o | o ] I|_:I w, A~ w
CHy - L3 . -
] s ;
o R: {SH,O00CH ' o =
1
Oyl C .
S Fura-2/AM Fura-2 Complejo Fura-2 - Ca®*

Figura 12.Estructura quimica del fura-2/AM, fura-2 acido y el complejo fura-2-Ca”*. Tras la incubacién de las
células con Fura-2/AM, molécula liposoluble, una vez alcanzado el interior celular, las esterasas hidrolizan dicha
mélecula a su forma hidrosoluble (FURA-2). La unién del Ca®* al FURA-2 provoca la emision de fluorescencia
proporcional a la [Ca™.

La unién de Ca®" al Fura-2 modifica el espectro de excitacién del fluoréforo. La Figura
13 muestra el espectro de excitacion del fura-2 para distintas concentraciones de Ca** (en el
rango nM). La figura muestra la intensidad de fluorescencia emitida por el colorante a 510
nm tras la excitacién con distintas longitudes de onda. Se puede apreciar cémo varia la
intensidad con la concentracién de Ca*" libre. La fluorescencia emitida por el fura-2 aumenta
con concentraciones crecientes de Ca®* al excitar el fluor6foro a 340 nm, pero sin embargo
disminuye cuando es excitado a 380 nm. Como consecuencia, el registro de emisidn de
fluorescencia a dos longitudes de onda de excitacion nos permite obtener la [Ca2+]cit,
estimada a partir de la relacion entre las intensidades detectadas al excitar con 340 y 380 nm
(cociente o ratio F340/F380), esto hace que las medidas sean independientes de la cantidad
de colorante acumulado dentro de la célula y de la intensidad de la luz de excitacién. Otros
factores como la distribucion desigual del colorante o el "photobleaching” también son
minimizados, puesto que afectan a ambas longitudes de onda de la misma forma (Tsien,
1988). En otras palabras, la medida ratiométrica de las sefiales obtenidas a ambas longitudes
de onda permite eliminar artefactos. Gracias a que el fura-2 presenta una considerable
intensidad de fluorescencia por molécula, es posible utilizarlo en pequefias concentraciones,
evitando problemas de tamponamiento de Ca** como ocurre con otros indicadores. El
registro obtenido de fluorescencia emitida en tiempo real permite la monitorizacién de la

[Ca2+]cit en las células vivas (Grynkiewicz, 1985).
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Figura 13.Espectro de excitacion del fura-2. La grafica muestra la emisién de fluorescencia de la molécula de
fura-2 a 505 nm cuando es excitado con longitudes de onda entre 300 y 400 nm. Medidas realizadas con ca”
libre a concentraciones entre 20 nM y 0,1 mM, a 20 2C. Se observa el maximo de emisidon del complejo fura-2-

Ca’" a 340 nm, y el minimo a 380 nm. Al aumentar la [CaZJ']cit aumentara la fluorescencia a 340 nm y disminuira
a 380 nm. Modificado de Grynkiewicz et al., (1985)(Grynkiewicz, 1985)

Los procedimientos de determinacién de Ca’* basados en el empleo de fura-2 como
colorante, que se mide a dos longitudes de onda diferentes, ofrecen claras ventajas sobre
otros que se miden a una Unica longitud de onda, como por ejemplo el Fluo3. Esto se debe a

. . 2+ ~
que las estimaciones de la [Ca”"];: con estos otros colorantes, al no usar como sefal una
medida ratiométrica, éstas sefiales no seran independientes de la cantidad de colorante
acumulado dentro de la célula, del espesor de ésta ni de la intensidad de la luz de excitacidn

(Tsien, 1988).

Para la realizacion de las medidas de Ca?* citosdlico las células se sembraron con una
densidad alrededor de 30.000 células/cristal y se dejaron en cultivo. Como se ha
mencionado anteriormente, el fura-2 es una molécula muy polar, incapaz de atravesar las
membranas celulares, por ello las células se incuban durante 1 h a temperatura ambiente y

en oscuridad con el derivado pentaacetoximetiléster del fura-2 (fura-2/AM) a una
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concentracion de 4 uM, pues este, al ser hidrofdbico atraviesa la membrana mediante
transporte pasivo. Una vez en el interior celular, es hidrolizado por esterasas intracelulares
liberando la molécula de fura-2 en forma de acido libre quedando retenido el fluoréforo en
el interior. Posteriormente, los cristales con las células se colocan sobre una camara de
perfusién (Warner Instruments) termostatizado a 37 °C, donde se perfunden de forma
constante, y se fija en a la pletina del microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert
S100 TV) (Figura 14). Las células se excitan alternativamente con longitudes de onda de 340
nm y 380 nm mediante una rueda de filtros (Warner Instruments) sincronizada a la fuente
de excitacion halégena (Zeiss X-Cite Series 120; la fluorescencia emitida a 510 nm es
recogida a través de un objetivo de inmersion en aceite 40x (Zeiss 40/1,30 oil y capturada
por una camara digital (OrcaER de Hamamatsu Photonics)) y una cdmara digital. Las
imagenes de fluorescencia fueron analizadas mediante el programa de andlisis AquaCosmos
2.0 de Hamamatsu. Los registros de la medida de la [Ca2+]cit se realizan tanto a 340 como a
380 nm. Asi, en la representacion grafica que se lleva a cabo, la variable dependiente es el

cociente de fluorescencias (Ratio F340/F380), que es directamente proporcional a la [Ca*)e

Como se ha mencionado anteriormente, los cultivos de hipocampo, son cultivos
mixtos, en los cuales se distinguen neuronas y células de la glia. Por ello, es necesario
identificar ambos tipos para estudiar su respuesta de forma independiente. Con el fin de
lograr la identificacion de neuronas y glia se perfunden las células con medio libre de Mgz+

(Mg0) y se aplica NMDA 100 uM en dicho medio.
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Figura 14. Representacion del equipo de fluorescencia usado en los experimentos de determinacion de
2+ . . . .z , . . .

[Ca™"].:-(1) Lampara de fluorescencia de excitacidn (linea roja) que atraviesa la rueda de filtros monocromados
de excitacion (2).(3) El espejo dicroico, inclinado 45° respecto del haz de luz incidente desvia la luz hacia la
camara termostatizada con células(5). Las imagenes de fluorescencia emitidas (linea azul) se recogen a través
de un objetivo de inmersion 40x (Nikon, fluor 40/1.30 oil), pasan a través de un espejo dicroico (6), son
filtradas por un filtro de emision (A = 520 nm) (7) y son capturadas por una camara de alta sensibilidad de
adquisicion de imagenes (8). Finalmente las imagenes son procesadas en un ordenador.

5.2.3 Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica es una técnica que se ocupa de la localizacidn microscdpica de
moléculas, tales como proteinas, presentes en células, utilizando como base la reaccion
especifica antigeno-anticuerpo. En nuestro caso el antigeno es una proteina o parte de una
proteina que se quiere detectar en las células. En la actualidad, gracias a la estandarizacién
de su protocolo (Figura 15) se ha convertido en un método sencillo, rapido y potente. Se
basa en la gran especificidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer a
moléculas y unirse a ellas. Ademas, la conjugacion de los anticuerpos con enzimas o con
sustancias fluorescentes permite detectar cantidades infimas de moléculas presentes en

células.
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Fijar:
Paraformaldehido 4%, 20 min

Lavar:
PBS 1%, 6 veces

Permeabilizar: Tritén 0.1%, 10 min

l

Lavar: PBS 1%, 3 veces

Bloquear:
Goat Serum 20% en
P8BS, 10 min

Incubar:
Antxcuerpo
primario,
12 h, 4°C

Lavar: P8BS 1%, 3 veces

Incubar:
Anticuerpo secundario,
1 h, RT, oscuridad

@) célula

Antigeno: GFAP,
B-Tubulina 111, IP3Rs

Anticuerpo
primario

Anticuerpo
secundario
conjugado

E:

Fluorescencia

"

Figura 15. Protocolo Inmunocitoquimica. i) Fijar células ii) Lavar con PBS 1 %, iii) Bloquear con tritén 0.1 %, iv)
Lavar con PBS 1 %, v) Permeabilizar la membrana utilizando GS 20, vi) Incubar con el anticuerpo primario vii)
lavar con PBS 1 %, viii) Incubar con anticuerpo secundario.

Los cultivos primarios de células de hipocampo son cultivos mixtos, en ellos se
distinguen neuronas y células de la glia. Con el fin de caracterizar los dos tipos de células
presentes en los cultivos se realiza una doble inmunocitoquimica que permite diferenciar las
glias y las neuronas. Para llevar a cabo la identificacién de las neuronas se emplea como

anticuerpo primario Anti-B-tubulina Il de ratdn, el cual se une especificamente a la tubulina
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lll, una proteina del citoesqueleto especifica en neuronas. Como anticuerpo secundario se
utiliza a-1gG policlonal de ratén conjugada con FITC, hecho en cabra, que emite fluorescencia
verde. Para la identificacion de las glias se emplea como anticuerpo primario a-GFAP (anti-
proteina fibrilar acida de la glia) hecho conejo, y a-lgG de conejo policlonal conjugado con

Alexa Fldor 594, hecho en cabra, como anticuerpo secundario que emite fluorescencia roja.

Para llevar a cabo la inmunocitoquimica, una vez sembradas las células en cristales de
12 mm tratados con poli-D-Lisina, se fijan en primer lugar las células, para ello se retira el
medio de incubacion de los cultivos (Neurobasal) y se lavan tres veces con PBS 1 % y se
incuban en paraformaldehido al 4 % (PFA 4 %) en solucidon tampdn fosfato (PBS) durante 20
min. Tras la incubacién se lavan las células 6 veces con PBS 1 %. Seguidamente se
permeabilizan las células, esto permite la unién del anticuerpo a su diana especifica. La
permeabilizacion de las células se realiza incubando estas durante 10 min con el detergente
Tritdn X100 al 0.1 % en suero de cabra (GS) al 10 % en PBS, tras los cuales se realizan tres
lavados con PBS 1 %. A continuacion, se afiade GS al 20 % en PBS y se incuba durante 10
min. Esta operacidon permite evitar uniones inespecificas del anticuerpo primario que
puedan interferir con la deteccién de la proteina deseada. Posteriormente, se incuban las
células con un volumen de 50 pL de los dos anticuerpos primarios preparados con GS al 10 %
en PBS a una dilucién 1:300 y se incuban durante 12 h a 4 °C. Se utilizan dos anticuerpos
primarios dirigidos a dos proteinas: por un lado se utiliza un anticuerpo anti-B-tubulina Il de
ratén, el cual es capaz de unirse a una proteina especifica del citoesqueleto neuronal y por
otro, se utiliza el anticuerpo primario de conejo dirigido a la proteina fibrilar acida de la glia
(GFAP). A continuacion, se lavan las células con PBS 1 % tres veces y se incuba con los
anticuerpos secundarios preparados en GS al 10 % en PBS y a una dilucién de (1:300)
durante una hora a temperatura ambiente en ausencia de luz. Para la B-tubulina se utiliza el
anticuerpo secundario a-lgG de raton conjugado con FITC, el cual permite observar
fluorescencia verde en presencia de la proteina mientras que el anticuerpo secundario para
la glia es un anti IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 594 que permite detectar
fluorescencia rojo en presencia de GFAP. Por ultimo se realiza una tincion de las células con
DAPI en GS al 10 % en PBS a una dilucidn 1:5000 durante 3 minutos, de esta forma se logran
tefir todos los nucleos de las células en azul. Seguidamente, se lava una vez con PBS 1%y

después con agua desionizada. Finalmente, se montan las células en portaobjetos
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previamente limpiado con alcohol sobre una gota de unos 3 uL de solucién de montaje (50 %
glicerol en PBS), se sellan con esmalte y se almacenan en oscuridad a 4 °C hasta el momento

de observarlas en el microscopio.

La Tabla 1 muestra los anticuerpos, diluciones de los mismos y condiciones usadas

para la realizacién de la doble inmunocitoquimica.

Tabla 1. Anticuerpos y diluciones utilizados en la doble inmunocitoquimica para la caracterizacion de los
cultivos primarios de hipocampo de rata.

Nombre/ Tiempo de
Célula Anticuerpo Dilucion Temperatura
especificidad incubacion (h)
Anticuerpo
Ratén a-lgG B-
Primario 1:300 12 4°C
tubulina Il
monoclonal
Neurona
Anticuerpo
Ratén a-Ig Temperatura
Secundario 1:300 1
FITC ambiente
monoclonal
Anticuerpo
Conejo a-IgG
Primario 1:300 12 4°C
GFAP
policlonal
Glia Cabra a-lgG
Anticuerpo
de conejo Temperatura
Secundario 1:300 1
Alexa Fluor ambiente
policlonal
594

La captura de imagenes se realiza en el microscopio de epifluorescencia con el
programa NIS Elements, el cual permite analizar los resultados de la IC utilizando luces
excitadoras de distintas longitudes de onda (A). Para el fluorocromo FITC se utiliza una A de
494 nm, para Alexa Fluor 594 se emplea una A de 540 nm y para el DAPI una A de 359 nm.

Una vez tomadas las imagenes, se analiza la densidad Optica de cada una de ellas
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empleando el programa Imagel, para posteriormente analizar los datos en el programa

Origin 7.0.

Se han utilizado técnicas de inmunofluorescencia en la deteccion de las distintas
isoformas del IP3R siguiendo el mismo protocolo que para la caracterizacién del cultivo
primario de hipocampo explicado en punto 5.2.3 de la presente memoria. Las neuronas de
hipocampo cultivadas durante distintos periodos de tiempo, Dias in vitro (DIV): jovenes (4-5
DIV), maduras (14-15 DIV) y envejecidas (>20 DIV) y tras el proceso de fijacion con PFA 4% en
PBS 1%, permeabilizacién y bloqueo. Posteriormente, se incuban con el anticuerpo primario
correspondiente (Tabla 2) durante toda la noche a 4°C. A continuacién se incuban con el
anticuerpo secundario (Tabla 2) 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. En todos los
casos se realiza un experimento control, en ausencia de anticuerpo primario, para asi

descartar la posible tincién por inespecifidad del anticuerpo primario.

La captura de imagenes se realiza en el microscopio de epifluorescencia con el
programa NIS Elements.La densidad éptica promedio fue medida en cada neurona de forma

individual utilizando el software Image J.

Tabla 2. Anticuerpos y diluciones en la deteccién de las isoformas del IP3R del reticulo endoplasmatico.

) Dilucion . Dilucion
Anticuerpo ] Anticuerpo ]
Isoforma . . Anticuerpo . Anticuerpo
Primario . . Secundario .
Primario Secundario
Policlonal. Policolonal. Mono
IP3R1 Cabra 1:50 o-lgG cabra Alexa 1:300
o-lg IPsR1 fldor 488
Policlonal. Policlonal. Mono
IPsR2 Cabra 1:50 o-lgG cabra Alexa 1:300
a-lg IPsR2 flior 488
) Monoclonal.
Policlonal. . ]
, Raton Anti-lgG
IPsR3 Ratdn 1:50 i i 1:300
ratén Alexa fldor
a-lg IP3R3
594
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Para cada isoforma, se ha evaluado el efecto del factor dias de cultivo in vitro a tres
niveles. Cada nivel se considera una poblacidon. Por lo tanto, dado que se tienen mas de dos
poblaciones: células jovenes (4-5 DIV), células maduras (14-15 DIV), células envejecidas (>20
DIV), en caso de que las poblaciones cumplan las condiciones de Normalidad (Prueba de
Shapiro-Wilks) y de homocedasticidad (Prueba de Levene) se procede a realizar un analisis
de varianza (ANOVA). En caso contrario, si alguna de las dos condiciones anteriores no se
cumpla, se recurre a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Asi, se acepta la hipdtesis

nula de que los datos se ajustan a una poblacién Normal X; p;y~N (i prv, 572).
El ANOVA permite contrastar las siguientes hipétesis:

Ho: el factor evaluado NO influye sobre la variabilidad de los resultados (igualdad de

los efectos medios):

Hjovenes = Umaduras = Henvejecidas

Hi: el factor evaluado Si influye sobre la variabilidad de los resultados (al menos una

de las poblaciones tiene un efecto medio diferente):

.ujovenes # Umaduras * .uenvejecidas

Una vez se ha corroborado el cumplimento de dichas premisas se procede a llevar a
cabo el andlisis de varianza. Debe tenerse en cuenta que en el caso de rechazar la Ho y
aceptar la H1, se acepta que el factor tiene efecto sobre los resultados obtenidos, pero no

entre que poblaciones existen diferencias significativas, o entre cudles no.

Aqui emerge un problema de gran importancia en el mundo del analisis de datos,
conocido como comparaciones multiples. Esto se debe a que, si se consideran significativos
aquellos efectos que produzcan un p valor inferior a un nivel de significacién alfa (por
ejemplo 0.05) dicho valor carece de sentido a la hora de realizar, simultdneamente, mas de
un contraste de hipodtesis. El nivel de significacidn, viene a indicar el porcentaje de falsos
positivos que se cometen. Asi, realizando un solo contraste de hipétesis, la probabilidad de
que este sea un falso positivo es alfa-100% (5%). Sin embargo, si se realizaran 50 contrastes
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de hipotesis se esperaria obtener alfa-50 falsos positivos (2.5 falsos positivos, siendo
alfa=0.05). O dicho de otro modo, la probabilidad de cometer al menos un falso positivo, si
solo se realiza un contraste de hipdtesis, es alfa, mientras que si se realizan 50 la

probabilidad de cometer un falso positivo, siendo alfa 0.05, es:

P(Falsos positivos = 1) =1 — P(No Cometer ningun Falso Positivo) =1 —

(1 —0.05)>° =0.923

Por ello, en vez de controlar el porcentaje de falsos positivos, una estrategia a seguir,

es por ejemplo controlar la probabilidad de cometer al menos un falso positivo.

P(Falsos positivos = 1) =1 — P(No Cometer ningun Falso Positivo)

=1-(1—a")% =0.05

En este caso, se ha decidido controlar el valor de alfa mediante el método Post-Hot
llamado Bonferroni, tal que se consideran el nimero total de comparaciones dos a dos que
se pueden realizar:

a = ¢

Asi, se calcula el siguiente valor estadistico t para el contraste de hipétesis

Y se compara con el siguiente valor:

terit =t a2

- ,N—niveles
(nweles)
2

Donde se consideraran poblaciones diferentes aquellas tal que:

tcrit < tcalc
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Para expresar la magnitud del cambio de expresion, se proporcionan los valores del
Fold Change (FC):

Densidad Optica;

FC;; = -
" Densidad Optica;

Siendo iy j diferentes niveles del factor DIV, y j>i.

5.2.4 Estudio del Potencial Mitocondrial en Neuronas de Hipocampo

El potencial mitocondrial se determina por medio de los cambios relativos en la
intensidad de fluorescencia emitida por la sonda TMRM (éster metilico de Ia
tetrametilrodamina) (Figura 16) antes y después de la aplicacién de ciertos estimulos

especificos (detallados en la Tabla 3).

Tabla 3. Estimulos aplicados para las medidas del Ca” citosdlico.

Concentracion

Estimulo
FCCP SO
K" 145 mM
NMDA L0
DCA 5mM

El potencial mitocondrial en células vivas se registra por imagen de fluorescencia en
células incubadas con la sonda fluorescente TMRM.Se trata de una sonda catidnica, lo que
afadido a su solubilidad lipofilica, permite que se acumule en las mitocondrias, gracias al
potencial negativo (aproximadamente -180 mV) de éstas con respecto al citosol (Valero,
2008). Al producirse la despolarizacion mitocondrial se produce la salida del colorante de las

mitocondrias y, por tanto, disminuye la fluorescencia de la sonda acumulada en ellas.
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Figura 16. Estructura quimica éster metilico de tetrametilrodamina, colorante fluorescente, sintetizado por
primera vez en 1988.

Para estimar el potencial mitocondrial de neuronas de hipocampo, se emplean
cristales sembrados con una densidad préxima a 30-10° células/cristal. Estos cristales se
incuban durante 30 min con TMRM 10 nM a temperatura ambiente. Transcurridos los 30
min, se lava el cristal con MEC y posteriormente se coloca en la cdmara de perfusién de un
microscopio invertido Zeiss Axiovert S100 TV. Las neuronas se perfunden continuamente
con la solucion MEC precalentada a 37 °C. Las imagenes de fluorescencia se tomaron cada 5
s con una videocamara Hamamatsu Orca-ER. La respuesta en las graficas se expresa como

porcentaje de fluorescencia TMRM respecto del nivel basal.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
6.1 RESULTADOS

6.1.1 Caracterizacion de Cultivos Mixtos de Hipocampo de Rata

Los cultivos primarios de hipocampo son cultivos mixtos, los cuales constan de dos
tipos celulares: glias y neuronas. Dado que este trabajo se ha enfocado en el estudio de la
expresion de los IP3Rs en neuronas y en la medida de su potencial mitocondrial, el primer
objetivo es caracterizar el cultivo para asi poder identificar las neuronas presentes en el

mismo. Para ello se han empleado dos técnicas diferentes, IC e imagen de Ca**.

» IC: Las neuronas expresan de forma exclusiva la B-tubulina Ill, una proteina del
citoesqueleto, mientras que las células de la glia presentan la proteina fibrilar acida
(GFAP), una de las proteinas fibrosas que constituyen los filamentos intermedios de
su citoesqueleto. Esta expresion diferencial conlleva a que, mediante la identificacién
de dichas proteinas, sea posible la distincién y, por ende, la identificacién, de los
distintos tipos celulares presentes en el cultivo mediante la IC. Para ello, se emplean,
de forma simultanea, anticuerpos primarios especificos dirigidos a cada una de estas

dos proteinas (a-B-tubulina Il para neuronas y a-GFAP para las glias).
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Figura 17. Caracterizacion de cultivos primarios mixtos de hipocampo de rata. Los cultivos primarios de
neuronas y células gliales de hipocampo de rata se cultivan durante diferentes Dias In Vitro (DIV): 3-5 DIV
(células jévenes), 14 DIV (células maduras) y >20 DIV (células envejecidas). Imagen representativa de una doble
inmunocitoquimica realizada en las células, para ello se fijan y se incuban con anticuerpos especificos: B-
tubulina Ill (marcador de linaje neuronal, en verde) y GFAP (marcador glial, en rojo). Los ntcleos se tifieron con
una sonda especifica, DAPI (en azul). Combinada: superposicion de las imagenes anteriores.

En la Figura 17 se muestra el resultado de la doble IC, confirmandose que los cultivos
primarios de hipocampo constan, tanto de neuronas (verde), como por glias (rojo).
Ademas, en las imagenes se observa como las neuronas en cultivo sufren cambios
morfoldgicos a medida que envejecen in vitro pues, a medida que aumentan los DIV,

las neuronas se agrandan y forman extensas redes.

» Imagen de Ca®* en célula unica: Otra forma de identificar los dos tipos celulares,
presentes en los cultivos primarios de hipocampo, consiste en realizar medidas de

Ca”. En la Figura 18A se muestran las imagenes de Ca** de transmision, la imagen
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control de fluorescencia a 340 nm, donde se observa de forma clara el citoplasma
tanto de neuronas como de glias, y la imagen de fluorescencia a 340 nm en presencia
de NMDA. En esta ultima, se observa como estimulando las células con NMDA
Unicamente responden las neuronas, dado que las neuronas presentan de forma
exclusiva los receptores NMDA (NMDAR) y, en respuesta a este estimulo, se abren los
canales de dichos receptores permitiendo la entrada de Ca’* al citosol Yy, por ende,
aumentando su concentracién citosdlica. Este hecho se ve potenciado con el
envejecimiento in vitro, tal como se observa en la Figura 18B, pues las neuronas
envejecidas muestran una mayor entrada de ca®, lo que estd de acuerdo con el
hecho de que presentan una mayor densidad de NMDAR en la membrana plasmatica

respecto de las mas jévenes.
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Figura 18. Caracterizacidon funcional de neuronas y glias en cultivos de hipocampo de rata. Los diferentes
cultivos mixtos de células de hipocampo de rata se incuban con la sonda FURA2/AM para medir la
concentracién de Ca®* citosolica, expresada como ratio de fluorescencia entre 340 nm y 380 nm. Imagenes
representativas de fluorescencia de Ca”" citosdlico codificadas en una escala de pseudo color (A) y registros
representativos de imagen de fluorescencia de Ca” en neuronas y glias tras un estimulo de NMDA 100 uM (B).
Flechas: Verde glias, rosa neuronas. Solo las neuronas muestran incrementos de la concentraciéon de ca®
citosolica en respuesta a NMDA.

Asi, se ha demostrado cémo el reconocimiento de las neuronas en los cultivos
primarios mixtos puede llevarse a cabo, no sdélo por técnicas de IC, sino también por imagen
de Ca?*. Dado que con la practica también es posible distinguir los diferentes tipos celulares
por su morfologia, es posible caracterizar los diferentes cultivos mixtos y distinguir a las
neuronas del resto de tipos celulares sin necesidad de recurrir a las técnicas anteriores,

imagen de Ca** o doble IC.

56



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1.2 Expresion Diferencial del IP3R en el Envejecimiento

Se observa una expresion diferencial del receptor de Inositol-trifosfato (IPsR)
relacionada con el envejecimiento neuronal, la cual es diferente dependiendo de la isoforma

del receptor.

» IPsR1: Esta es la isoforma predominante en las neuronas. En las neuronas maduras se
observa un aumento de la expresiéon del IPsR1 respecto de las jovenes. Sin embargo,
en las neuronas envejecidas, la expresion de IPsR1 es igual a la expresiéon en
neuronas maduras, lo que indica un aumento de la expresidon de este receptor hasta

una edad madura a partir de la cual se mantiene constante:
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Figura 19. Determinacion de los niveles de expresion IP;R1 en cultivos de neuronas de hipocampo de rata
durante el envejecimiento in vitro. La expresion de IPsR1 se detecté mediante inmunocitoquimica. Las células
cultivadas a diferentes dias in vitro: 3 DIV (jévenes), 14 DIV (maduras) y 23 DIV (envejecidas) se fijaron e
incubaron con el anticuerpo primario a-IP;R1 (1:50). La fluorescencia emitida se detectdé en los cultivos de
neuronas jovenes, maduras y envejecidas. A. Imagenes representativas en campo claro y de fluorescencia de
IP3R1 (verde) para los distintos cultivos. B. El grafico de barras muestra los valores de la densidad dptica de la
fluorescencia media (media * intervalo de confianza) en unidades arbitrarias (u.a) para los diferentes DIV. Los
datos corresponden a 34, 34, 15 células respectivamente. * p-ajustado < 0.05 respecto de 3DIV. El
envejecimiento in vitro esta asociado a una sobreexpresion de IP;R1. Los pvalores ajustados y FCs son: Jovenes
vs. Maduras: p=3,976:10-6, FC=1,58%0,21; Maduras vs. Envejecidas: p=1, FC=0.96%0,13; Jbévenes vs.
Envejecidas: p=0,0015; FC=1,5110,24.
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» |P3R2: Esta es la isoforma menos predominante en las neuronas. Su comportamiento
es idéntico al de la isoforma IP3R1 a nivel de expresidn respecto de la edad de las

neuronas:
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Figura 20. Determinacion de los niveles de expresion IP3;R2 en cultivos de neuronas de hipocampo de rata
durante el envejecimiento in vitro.La fluorescencia emitida se detectd en los cultivos de neuronas jovenes (5
DIV), maduras (14 DIV) y envejecidas (20 DIV), previamente fijados e incubados con el anticuerpo primario a-
IP3R2 (1:50) A. Imagenes de fluorescencia representativas de campo claro y de fluorescencia del IP;R2 (verde)
para los distintos cultivos. B. El grafico de barras muestra el analisis semicuantitativo de la intensidad de
fluorescencia (densidad dptica expresado en u.a.) para IP3R2. Las barras representan la media % Intervalo de
confianza para los diferentes DIV. Los datos corresponden a 39, 19, 4 células respectivamente. Los . * p-
ajustado< 0.05 respecto de 3DIV. El envejecimiento in vitro esta asociado a una sobreexpresién de IP3R2.Los
pvalores ajustados y FCs son: Jévenes vs. Maduras: p=0,00045, FC=1,4540,19 ; Maduras vs. Envejecidas: p=1,
FC=1,0940,21; Jovenes vs. Envejecidas: p=0,019, FC=1,58+0,31.
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» IP3R3: A diferencia de las isoformas IPsR1 y IP3R2, IPsR3 aumenta muy
paulatinamente sin aparentes cambios con el envejecimiento, pues no hay
diferencias significativas entre las neuronas jévenes y maduras, asi como entre las
maduras y las envejecidas. Sin embargo, si hay diferencias significativas a nivel de

expresion del IP3R3 entre las neuronas jévenes y las envejecidas:
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Figura 21. Determinacion de los niveles de expresion IP;R3 en cultivos de neuronas de hipocampo de rata
durante el envejecimiento in vitro. Las neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo durante 4 DIV (
jévenes), 14 DIV (maduras), 25 DIV (envejecidas) se trataron con el anticuerpo primario a-IP;R3 (1:50) A.
Imagenes representativas de campo claro y de la inmunofluorescencia del IP;R3 en neuronas de hipocampo a
diferentes DIV. B. Registro de la densidad dptica de la fluorescencia media (u.a) para los diferentes cultivos. Los
datos se corresponde a 29, 8, 14 células respectivamente. Se representa la media * Intervalo de confianza para
los diferentes DIV . Los . * p-ajustado< 0.05 respecto de 3DIV. El envejecimiento in vitro estd asociado a una
sobreexpresion de IP3;R3.Los pvalores ajustados y FCs son: Jovenes vs. Maduras: p=0,5711, FC=1,23+0,29;
Maduras vs. Envejecidas: p=0,2485, FC=1,2810,26; Jévenes vs. Envejecidas: p=0,00057, FC=1,58+0,25.
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6.1.3 Medida del Potencial Mitocondrial en Neuronas de Hipocampo

Para evaluar el AW, en células vivas se usa la sonda mitocondrial fluorescente TMRM y
distintos estimulos que inducen cambios conocidos en el AW. Se trata de una sonda catidnica
que se acumula en la mitocondria en funcién del AW, de las células, pues dadas las
caracteristicas de dicha sonda, tiende a dirigirse hacia zonas de potenciales mas negativos.
Una disminucién en la fluorescencia emitida indica una pérdida de AW, o sea, mas cercana
a cero. Asi, al aplicar el desacoplante mitocondrial FCCP se produce una pérdida de
fluorescencia consistente con la despolarizacion mitocondrial inducida por el compuesto
(Figura 22). Sin embargo, al afiadir DCA se induce el aumento de la fluorescencia de TMRM
consistente con la hiperpolarizacién mitocondrial que favorece el transporte de piruvato
inducido por DCA (Figura 23). Por tanto, la medida de la fluorescencia de TMRM permite

estimar posibles cambios en el potencial mitocondrial durante el envejecimiento neuronal in

vitro.

A Control FCCP

100
75
50
25

Fluorescencia TMIRM (%)

FCCP

Figura 22. Medida del Potencial Mitocondrial en cultivos de neuronas de hipocampo de rata. Las neuronas
(15 DIV) se preincuban con la sonda TMRM 10 nM durante 30 min a RT en oscuridad y se capturan imagenes de
fluorescencia cada 5 s. Las neuronas se estimulan con FCCP 10 uM (estimulo despolarizante) A. Imagen de

fluorescencia del control (izquierda) y estimulo con FCCP (derecha) B. Registros de los porcentajes de
fluorescencia de TMRM a lo largo del tiempo.
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Figura 23. Medida del Potencial Mitocondrial en cultivos de neuronas de hipocampo de rata. Las neuronas
(15 DIV) se preincubaron con la sonda TMRM 10 nM durante 30 min a RT en oscuridad y se capturaron
imagenes de fluorescencia cada 5 s. Las neuronas se estimularon por DCA 5 mM (estimulo hiperpolarizante)
A.Imagenes representativas de fluorescencia de TMRM antes del estimulo (control) y tras el estimulo con DCA
y con estimulo con FCCP B. Registros del porcentaje de fluorescencia de TMRM a lo largo del tiempo.

En la Figura 24 se muestran las imagenes y los registros de fluorescencia de TMRM,
expresado como tanto por ciento de la fluorescencia original, que se obtienen cuando se
perfunden las células con NMDA, observandose un disminucion de la fluorescencia de
TMRM, lo que significa una disminucion del AW, (la membrana mitocondrial se despolariza).
Posteriormente, se estimulan con FCCP, el cual provoca una disminucién brusca del

potencial mitocondrial (Figura 24A).
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Tras estimular las neuronas con K 145 mM, se produce una despolarizacién de la
membrana mitocondrial. Posteriormente, se estimulan las neuronas con FCCP, donde se

observa una despolarizaciéon mas brusca que la observada con K* (Figura 24B).

= 100 = 100
E 75 T E 75 ]
2 g =
§ § 50 |
g 25 2 25 -
_8 0 — —_— E 0 |
- NMDA FCCP = NMDA FCCP
S100{ gk 2100
=
,DE_: 75 - x 75
- | ol
§ 5011 min = 50 ]
§ pp | M \ 2 o5 |
g \ 2
S 0 E— ' C 0
i Kt FCCP :

Figura 24. Medida del Potencial Mitocondrial en cultivos de neuronas de hipocampo de rata a diferentes dias
in vitro. Los cultivos de neuronas maduras (15 DIV) y envejecidas (23 DIV) se preincubaron con la sonda TMRM
10 nM durante 30 min a RT en oscuridad. La fluorescencia emitida por la sonda TMRM se registré cada 5 s a lo
largo del experimento. Las células jovenes (izquierda) y envejecidas (derecha) se estimularon con NMDA 100
UM (A) o K" 145 mM (B). Al final de cada registro se perfundié FCCP 10 pM para obtener el valor minimo de
potencial mitocondrial (0% de Fluorescencia TMRM).
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6.2 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Como queda patente a lo largo de este trabajo, la homeostasis del Ca** intracelular es
un mecanismo de suma importancia, pues regula procesos tales como la muerte celular
programada (apoptosis), proliferacién, secrecion, migracién, etc. Dos organulos celulares
gue contribuyen enormemente a esta homeostasis son la mitocondria y el Reticulo
endoplasmico (RE), donde se acumulan grandes cantidades de este catidn que, en diferentes
momentos de la vida de la célula, lo liberan o lo captan. Pero no en todas las células tiene las
mismas funciones, pues por ejemplo, las neuronas, las cuales son células excitables, el Ca®
juega un papel importante en la excitabilidad de las mismas, lo cual no ocurre, por

definicién, en las células no excitables.

Para alcanzar los objetivos propuestos en el presente trabajo, se han obtenido cultivos
primarios de hipocampo de rata, y se han incubado durante diferentes periodos de tiempo,
considerando las células incubadas durante 3-5 dias jovenes, durante 14-15 dias maduras y
mas de 20 DIV envejecidas (Calvo, 2015). Dado que los cultivos primarios obtenidos son
mixtos, es decir, hay mas de un tipo celular, y puesto que se desea realizar los estudios en
uno solo, las neuronas, es necesario caracterizarlos. Para tal fin, se realiza una doble IC, pues
las neuronas expresan, de forma exclusiva, B-tubulina Ill, luego es un buen objetivo para

distinguirlas del resto de tipos celulares.

Para demostrar que estos cultivos son funcionales se ha empleado, por un lado, la
técnica conocida como Imagen de Fluorescencia de Calcio en Célula Unica. Puesto que las
neuronas expresan, de forma exclusiva, los receptores NMDA, y que éstos se activan con

oy e 2+ ’ . . ,
NMDA permitiendo la entrada de Ca“" a la célula, los cultivos se han estimulado con éste y se
7 . .7 2 .
ha observado cémo, efectivamente, la concentracion de Ca‘’" intracelular aumenta,
encontrdndose que este aumento es mayor en las células envejecidas, lo que esta de
acuerdo con el hecho de que las neuronas maduras y envejecidas expresan mas receptores

de NMDA descrito previamente (Calvo, 2015).

Por otro lado, cabe destacar que los analisis de IC para las isoformas de IP3R, revelan
un aumento de la expresion de las tres isoformas con la edad. Puesto que estos receptores

, . 2+ .z
se encuentran en el RE, y que éste es un reservorio de Ca“’, al aumentar su expresion
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aumentara también la liberacion de Ca*" al citosol (Duncan, Hwang, & Koulen, 2007)(Hertle
& Yeckel, 2007) inducida por un mismo estimulo. Se ha descrito que la liberacién de Ca”
desde los depdsitos es tamponada, entre otros sistemas, por la red mitocondrial. De este
modo, el aumento en la expresion de receptores para IP3 asi como el aumento descrito
previamente en el contenido de Ca** de los depdsitos (Calvo-Rodriguez et al., 2017) podrian
facilitar la sobrecarga mitocondrial de Ca’* en las neuronas mas envejecidas. Como es
sabido, la sobrecarga mitocondrial de Ca** es uno de los mecanismos implicados en la
muerte neuronal. Asi pues, el remodelado de los receptores de IP; podria favorecer la
susceptibilidad a la muerte neuronal durante el proceso de envejecimiento neuronal. Sin
embargo, esta disposicidon de receptores podria tener una contrapartida beneficiosa. Se ha
descrito que el metabolismo energético del ciclo de Krebs es activado por pequefios
aumentos de la concentracién mitocondrial de Ca%*. Esto favorece el aporte de equivalentes
de reduccion a la cadena de transporte electrénico y la sintesis de ATP. Ademas, se ha
descrito que los canales/receptores de IP; pueden funcionar como canales “leak” de Ca** y la
disposicién de mitocondrias junto al RE podrian facilitar el “leak” continuo de Ca®* desde el
RE a la mitocondria durante el envejecimiento para paliar los déficits energéticos de las
neuronas envejecidas. Asi, el aumento en la expresiéon de receptores de IP; podria tener
ventajas energéticas a expensas de aumentar la susceptibilidad de las neuronas envejecidas

a la muerte celular.

Por otro lado, la mitocondria, cuando funciona correctamente, actia como tampdn
del Ca** intracelular, pues ésta tiene un potencial muy negativo en su interior, de -180 mV.
Sin embargo, cabe destacar cémo, en el envejecimiento, este potencial se ve alterado,
disminuyendo significativamente con el envejecimiento. Para medir los cambios de potencial
mitocondrial que acontecen durante el envejecimiento, se ha usado la sonda TMRM, la cual
se dirige a zonas con potenciales muy negativos, como es la mitocondria, por lo que, a
menor potencial mitocondrial, menor TMRM se detectard en el interior de la mitocondria.
Este menor potencial disminuye la captacion de Ca** mitocondrial lo que, aunque podria
disminuir el metabolismo energético de las mitocondrias, también impide la sobrecarga de
calcio mitocondrial. Asi pues, los cambios en la expresion de receptores de IP3 y el potencial
mitocondrial observados durante el envejecimiento neuronal in vitro podrian compensarse

mutuamente. De hecho, podria especularse que el aumento de la expresion de receptores
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de IP3 podria ser un mecanismo adaptativo de las neuronas envejecidas a la despolarizacion
mitocondrial secundaria al envejecimiento. Estos resultados plantean hipétesis interesantes
susceptibles de ser evaluadas experimentalmente en nuestro modelo de envejecimiento in

vitro.
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7 CONCLUSIONES

1. El cultivo primario de células de hipocampo de rata permite el estudio de las sefiales
de calcio, la expresiéon de canales/receptores IP3 y el potencial mitocondrial en

neuronas durante el envejecimiento neuronal in vitro.

2. Las neuronas de hipocampo de rata expresan las 3 isoformas de IPsR (1,2,3). La
expresion relativa de las distintas isoformas estudiada mediante inmunofluorescencia
semicuantitativa podria cambiar durante el envejecimiento in vitro, contribuyendo

asi al remdodelado de la homeostasis del Ca®* intracelular durante el envejecimiento.

3. La medida de la fluorescencia debida a la acumulacién de TMRM permite estudiar los
cambios en el potencial mitocondrial en neuronas, durante el envejecimiento in vitro,
asi como los efectos de estimulos que inducen la entrada de calcio tales como NMDA

o el medio con alto K*.
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