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Figura 27. Expresion proteica de iNOS en cultivo primario de
astrocitos tratados 24 h con 5 uM Ap40-1 (control, C), 5 uM Ap1-42
(AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5 uM
AP1-42 (WintAP). El Win se afiadio 24 h previamente a la adicion
del péptido toxico A4, que se incubd durante 24 h mas. Cada valor
representa la media £ D.S. de 4 experimentos independientes.
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Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs AR (# p <0,05).

Figura 28. Expresion proteica de PPAR-y en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AP1-
42 (AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
M AB1-42 (Win+Ap). El Win se afadi6 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4, que se incubd durante 24 h mas.
Cada wvalor representa la media += D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs
AB (P S 0,05). it 122

Figura 29. Expresion proteica de Cu/Zn SOD en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 10 pM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
uM AB1-42 (Win+AB). El Win se afiadi6 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4p, que se incubd durante 24 h maés.
Cada valor representa la media + D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs
AR F P 0,05) e 124
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I. INTRODUCCION

1.1. Células neurales del Sistema Nervioso Central (SNC)

Las células neurales que forman el sistema nervioso central son
las células neuronales o neuronas y las células gliales, entre las que
se distinguen astrocitos, microglia y oligodendroglia (Kander et al.,
2000).

La funcion de astrocitos y microglia es la de intervenir en la
regulacion de las funciones metabdlicas del tejido nervioso mediante
el mantenimiento de los niveles de oxigeno (O,) y demés nutrientes
(Chen y Swanson, 2003). La funcion de la oligodendroglia se basa en
la produccion de mielina (Ramoén y Cajal, 1913; del Rio-Hortega,
1928; Bradford, 1988; Ndubaku y de Bellard, 2008). La relacion
existente entre células neuronales y gliales conlleva al mantenimiento
de la homeostasis cerebral. En este sentido la expresion de ciertos
receptores de membrana en las neuronas controla la activacion de las
células gliales (Hoek et al., 2000).

Ademas de sus efectos sobre el metabolismo neuronal, las células
gliales también participan en los procesos inflamatorios del SNC
ayudandole a recuperarse de agresiones exdgenas mediante liberacién
de mediadores solubles antiinflamatorios, cambios en la concentracién
iénica del medio y liberacién de moléculas de adhesion celular.
(Rothsteins et al., 1996; Obrenovitch y Urenjak., 1997; Tanaka et al.,
1997; Rossi et al., 2000; Bal-Price y Brown., 2001; Rao et al., 2001).
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Cuando este proceso se cronifica, se incrementa la liberacién de
sustancias pro-inflamatorias por la glia (Marchand et al., 2005;
Cuenca-Lo6pez et al., 2010; Halaris., 2013; Kumar et al., 2013;
Ramesh et al., 2013). En este caso las neuronas activas tienen un
efecto supresor sobre la activacion de la glia, previniendo y limitando
el desarrollo de la respuesta inflamatoria (Tsacopoulos y Magistretti.,
1996; Fields y Stevens-Graham., 2002; Nedergaard et al., 2002; Auld
y Robitaille., 2003; Newman., 2003; Zonta et al., 2003).

1.2. Células neuronales o neuronas

Las neuronas son células altamente diferenciadas que
presentan unas caracteristicas morfolégicas comunes: un cuerpo
denominado soma; una o varias prolongaciones cortas denominadas
dendritas; y una prolongacion larga denominada axon (Paniagua et al.,
2002). Una vez alcanzada la diferenciacion neuronal, pierden su

capacidad de divisién (Cayre et al., 2002).

Aunque la funcién principal de las neuronas, como parte
integrante del sistema nervioso, consiste en recibir sefiales desde
receptores sensoriales, conducirlas y transmitirlas como impulsos
nerviosos bien a otras neuronas o bien a 6rganos efectores (Paniagua
et al., 2002), también se ha descrito su participacién en la regulacién
de la respuesta inmunitaria innata mediante la liberacion de factores
neurotroficos y neurotdxicos (Lee et al., 1992; Neumann y Wekerle
1998; Wei y Jonakait, 1999).
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1.3. Células gliales

Las células gliales constituyen una poblacion heterogénea de
células no neuronales compuesta por 3 tipos: astrocitos,

oligodendroglia y microglia.

Los astrocitos son las células no neuronales mas numerosas.
Poseen forma estrellada con numerosas prolongaciones citoplasmicas
largas y estrechas. Cuando se activan, aumentan mucho de tamafio, y
modifican su forma, presentando prolongaciones mas gruesas,
aumentando el nimero de mitocondrias, lisosomas y la actividad del
reticulo endoplasmatico (Agulhon et al., 2008; Guillamdn-Vivancos et
al., 2013). Estos cambios se traducen en un incremento de la actividad
fagocitaria (Yamaguchi, H y cols., 1998; Tuppo y Arias., 2005;
Yamamoto et al., 2013). Proporcionan al cerebro un soporte a nivel
estructural, tréfico y metabolico (Chen y Swanson, 2003). Diversos
estudios sefialan la presencia de receptores que pueden responder a
neurotransmisores como glutamato (Lee et al., 2010; Zhou et al.,
2010), acido gamma-aminobutirico (GABA) (Fraser et al., 1994; Lee
et al., 2011) y acetilcolina (Van Der Zee et al., 1993) cuya activacion
interviene en la regulacion de la excitabilidad neuronal ademéas de
participar en el proceso de la transmision y almacenamiento de la
informacién sinéptica (Perea y Araque, 2007). De igual forma, su
interaccién con las neuronas también interviene en la regulacion de la
respuesta inmune (Lee et al., 1992; Neumann y Wekerle 1998; Wei y
Jonakait, 1999).
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Los astrocitos ayudan a establecer y mantener la barrera
hematoencefalica (BHE), por medio de las interacciones con las
células endoteliales, regulando la expresion y la funcién de distintos
transportadores endoteliales como el transportador de glucosa 1
(GLUTLY), el transportador de amino&cidos neutros (LAT1) vy el
transportador de aminoacidos excitatorios 1-3 (EAAT 1-3) (Abbott et
al., 2006).

En mamiferos, incluido el ser humano, se generan nuevas
celulas en el sistema nervioso central (Temple y Alvarez-Buylla.,
1999; Gage., 2000; Temple., 2001; Rakic., 2002). La neurogénesis
adulta ocurre en dos zonas especificas del cerebro, el hipocampo y la
zona subventricular (Temple y Alvarez-Buylla., 1999; Gage., 2000;
Temple., 2001; Rakic P., 2002). Fuera de estas zonas la proliferacién
solo afecta a las células gliales, pero no a las neuronas (Gage., 2000;
Horner et al., 2000; Magavi et al., 2000; Kornack y Rakic., 2001;
Rakic., 2002). Contrariamente a lo que cabe esperar, células
proliferativas aisladas de varias regiones del cerebro adulto,
incluyendo regiones no neurogénicas, pueden aumentar las neuronas
(Reynolds y Weiss., 1992; Lois y Alvarez-Buylla., 1993; Suhonen et
al., 1996; Palmer et al., 1997; Shihabuddin., 1997; Kehl et al., 1997;
Palmer et al., 1999; Kondo y Raff., 2000; Shihabuddin et al., 2000).
Estos resultados indican que el destino de las células madre del
sistema nervioso puede estar influenciado por las condiciones del
medio. Astrocitos de hipocampo poseen un papel activo en la
regulacion de la neurogénesis mediante liberacion de factores
neurotréficos como factor de crecimiento neural, factor neurotréfico

derivado del cerebro (BDNF), neurotrofinas-3, 4 y 5 vy
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especificamente factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) (Song
et al., 2002) puesto que participan en el destino final de las células
madre. Este efecto es inesperado puesto que el desarrollo neuronal
ocurre con anterioridad al de los astrocitos. Por otra parte se ha
demostrado la existencia de astrocitos (GFAP positivos) con
caracteristicas de las células madre que pueden generar precursores
neuronales (Azizi y Krynska., 2013). En conjunto, estos estudios
apoyan la hipétesis de que los astrocitos, mas alld de su papel de
soporte a las neuronas, poseen un papel importante en la regulacién de
la neurogénesis y los procesos sindpticos, incluida la transmision
sinaptica (Parpura et al., 2012; Dodla et al., 2010; Guillamon-
Vivancos et al., 2013).

Como respuesta a ciertas patologias del SNC: trauma,
isquemia, tumores o enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos
se activan dando lugar a un proceso denominado “gliosis reactiva” o
“astrogliosis”. En procesos que cursan con dafio neural, los astrocitos
producen una serie de mediadores quimicos como glutamato,
aspartato, adenosin tri-fosfato (ATP), éxido nitrico (NO), proteina
inflamatoria de macréfagos-2 (MIP-2), factor de necrosis tumoral —
alfa (TNF-a) e interleuquina—1 beta (IL-1B), cuya funcién es
incrementar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Ballabh
et al., 2004). Este proceso es fundamental para establecer los limites
en las areas dafiadas y poder asi recuperar la actividad neuronal por
medio de la eliminacion de cuerpos apoptoticos y toxicos como el
A4, (Gasque et al., 2000; Barnum, 2002; Wyss-Coray y Mucke,
2002). Ademas, en procesos de dafio neural, se ha demostrado un

incremento  del nudmero de astrocitos caracterizado por la
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sobreexpresion de algunas proteinas del filamento intermedio como la
proteina &cida fibrilar glial (GFAP) y la vimentina (Eddleston vy
Mucke, 1993). Este incremento de la expresion esta relacionado con

patologias degenerativas (Giaume., 2009).

Los oligodendrocitos, son las células encargadas de producir y
mantener la mielina en el SNC (Ramén y Cajal, 1913; del Rio-
Hortega, 1928; Bradford, 1988; Ndubaku y de Bellard, 2008) son las
principales células de la sustancia blanca que constituye el 50% del
volumen total del cerebro en humanos. Este tipo de célula es mas
pequefia que los astrocitos y posee menos prolongaciones. Expresan
receptores de glutamato y presentan baja resistencia a procesos de
estrés oxidativo, lo cual les hace mas susceptibles a procesos de
apoptosis y necrosis (Matute et al., 2007). El dafio de estas células
conlleva a la lesion o muerte en desérdenes desmielinizantes y
neurodegenerativos como la esclerosis mdaltiple (McDonald et al.,
2001; Compston y Coles., 2008; Losy., 2013). Para la diferenciacion y
supervivencia de los oligodendrocitos mielinizantes se requiere del
contacto axon-oligodendrocitos adecuado y la liberacién de factores
troficos por neuronas y astrocitos (Barres et al., 1992; Gard et al.,
1995; Fernandez et al., 2000).

El tercer tipo de célula glial corresponde a la microglia y
constituye el 12% de las células del SNC (del Rio-Hortega, 1932).
Son las células inmunes efectoras 0 macréfagos del SNC y entre sus
funciones destacan la fagocitosis, la presentacion del antigeno y la
produccion y liberacion tanto de factores neurotoxicos (TNF-a, IL-p,

IL-6 y especies reactivas de oxigeno) como neurotroficos (BDNF,
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GDNF) (Gehrmann et al., 1995; Rock et al., 2004). La microglia
muestra plasticidad en su morfologia y apariencia, especialmente

durante una lesion o enfermedad (Davoust et al., 2008).

1.4. Enfermedad de Alzheimer (EA)

Es una enfermedad neurodegenerativa que se presenta con mayor
frecuencia en los ancianos. Afecta alrededor de 37 millones de
personas en todo el mundo y se espera que avance esta cifra
estimandose un incremento del 100% en paises desarrollados para el
afio 2040 (Ferri et al., 2005). Se aprecia también un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad mas en mujeres que en hombres (Andersen
etal., 1999; Di Carlo et al., 2002; Henderson., 2013).

Los primeros sintomas que se producen en la enfermedad de
Alzheimer comprenden la pérdida paulatina de la memoria,
desordenes del lenguaje, cambios de humor y/o comportamiento y
desorientacion espacio-temporal. Con el deterioro cognitivo y motor,
la enfermedad progresa hasta alcanzar la incapacidad total de las
funciones corporales (Selkoe, 1997). Desde el punto de vista
inmunohistogquimico, la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la
presencia de placas neuriticas y ovillos neurofibrilares en diversas
areas del cerebro, responsables de la pérdida neuronal, el deterioro de
las conexiones sinapticas y la gliosis reactiva causando la inflamacion
caracteristica de esta enfermedad (Giulian, 1999; Wyss-Coray y
Mucke, 2002). Los cambios neuropatolégicos se presentan con mayor
intensidad en el hipocampo, la corteza entorrinal, la corteza cerebral y

estructuras subcorticales (Arnold et al., 1991).
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La aparicion de la enfermedad de Alzheimer puede ser de
comienzo temprano o tardio. La de comienzo temprano, también
denominado Alzheimer familiar, aparece con anterioridad a los 65
afios, tiene una prevalencia baja, tan solo del 5%, y se relaciona con el
patron de herencia autosomico dominante. La variante de la
enfermedad de Alzheimer tardia, est4d relacionada con el
envejecimiento y factores de riesgo como obesidad, diabetes, medio
ambiente y alimentacién (Munoz y Feldman, 2000; Nussbaum y Ellis,
2003; Lindsay et al., 2002; Blennow et al., 2006) aparece con
posterioridad a los 65 afios y presenta una prevalencia mayor.
Independientemente de su origen, ambas variantes producen cambios
en la actividad de presenilina 1 (PSEN1) (Sherrington et al., 1995),
presenilina 2 (PSEN2) (Levy-Lahad et al., 1995), y de la proteina
precursora del amiloide (APP) (Goate y et al., 1991; Mullan et al.,
1992). Ademas, los enfermos de Alzheimer familiar presentan
polimorfismos especificos de la apolipoproteina E (Williamson et al.,
2009). Como resultado de estas mutaciones, se producen cambios en
el metabolismo celular que conducen al mal procesamiento de la APP
y como consecuencia se produce un incremento de la produccion del
péptido beta amiloide APi-40, vy APi-s0, precursores de las placas
neuriticas presentes en la enfermedad de Alzheimer (Scheuner et al.,
1996).

Aungue la tasa de muerte celular es bien tolerada e incluso
necesaria en el sistema nervioso durante el desarrollo (Baehrecke.,
2002), una tasa elevada de muerte celular en el sistema nervioso
adulto es signo de presencia de enfermedad neurodegenerativa. La

muerte celular, se puede desencadenar por diversas causas como,
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pérdida en su correcta funcién, dafio mecanico, infeccion por
microorganismos 0 virus, accion de sustancias toxicas o por falta de
nutrientes. Dentro del proceso de muerte celular que transcurre por
mecanismos fisiologicos regulados, estan la apoptosis (muerte celular
programada) y muerte celular por autofagia, por otra parte, un tercer
proceso de muerte celular es la necrosis, siendo un proceso
irreversible y sin control alguno (Camins et al., 2008; Degterev y
Yuan., 2008).

La apoptosis, se propone como el principal mecanismo de
muerte neuronal en la enfermedad de Alzheimer, puesto que existe
evidencia de la implicacion de la apoptosis en esta patologia
neurodegenerativa, Yya que este proceso de caracteriza
morfoldgicamente por condensacion de la cromatina, fragmentacion
del ADN y del nucleo de la célula asociada a los depositos de
amiloide y ovillos neurofibrilares (Lassmann y cols., 1995),
formacién de cuerpos apoptéticos (Kerr, 2002; Lockshin y Zakeri,
2004) y activacion de caspasas (Cribbs et al., 2004) en neuronas que
contienen ovillos neurofibrilares (Su et al., 1994). También se ha
descrito que mutaciones en las presenilinas, hacen que las neuronas
sean mas vulnerables frente a la apoptosis inducida por ausencia de
factores tréficos o por factores de estrés (Guo et al., 1997). Este
proceso se puede iniciar por agentes apoptoticos, cuando se activa
receptores de muerte en la membrana pertenecientes a la super familia
del receptor de TNF (TNFR) que se denomina via extrinseca
(Ashkenazi y Dixit.,, 1998; Danial y Korsmeyer., 2004). Ademas,
estimulos apoptoticos (estrés celular, téxicos, radiaciones, agentes
oxidantes, entre otros) pueden activan una segunda via que se conoce

la via mitocondrial o intrinseca que se encuentra regulada por

9
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proteinas de la familia Bcl-2, donde la mitocondria libera citocromo C
y AlF (factor inductor de apoptosis, siglas en inglés) formando asi el
complejo apoptosoma y activacion de caspasas (Bras et al., 2005).
Ambas vias se han relacionado a patolgicas neurodegenerativas
(Haass, 1999; Harada y Sugimoto, 1999; Zhang y cols, 2000). Asi
mismo, la actividad autofagica se encuentra ligada a enfermedades
relacionadas con el envejecimiento y en particular en la enfermedad
de Alzheimer (Lockshin y Zakeri, 2004). Se ha propuesto un
mecanismo que indica que la presencia continua de vesiculas
autofagicas en las células, se puede transformar en una fuente interna
de AP, pues que estas vesiculas pueden contener APP y secretasas que
contribuyen a los depdsitos de AP en esta patologia (Yu et al., 2005).
Existe evidencia que sugiere una relacidn entre autofagia y apoptosis,
sefialando que las posibles alteraciones en autofagia pueden inducir
muerte apoptdtica en neuronas afectadas en la enfermedad de
Alzheimer (Brunk y Terman, 2002; Tolkovsky et al., 2002), cuando
se inhibe la via de las caspasas (propias de apoptosis), la autofagia se
convierte en una via alternativa de muerte celular (Camins et al.,
2008).

Existen varias condiciones de neurodegeneracién que inducen
y conllevan a la muerte celular, de los cuales se encuentran: la cascada
AP, relacion con el colesterol, hiperfosforilacion de TAU, el estrés
oxidativo, la inflamacion, procesos de excitotoxicidad y ciclo celular,
afectando rutas de sefalizacion implicadas en la muerte celular y
progresion del dafio. Para este estudio, las condiciones seleccionadas

han sido la cascada AP, el estrés oxidativo y la inflamacion.

10
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1.5. El péptido A y su sintesis

El AP tiene su origen en la protedlisis secuencial de la APP
(Kang et al., 1987) por el complejo enzimatico de las a-, B- y y-
secretasas (Figura 1). La o-secretasa pertenece a la familia de
proteinas adamalisina 0 ADAMs (desintegrinas y metaloproteinasas)
que incluyen entre otras la convertasa del factor a de necrosis tumoral
(Asai et al., 2003). La B-secretasa es una aspartil proteasa asociadas a
membrana, que actua en el sitio p de la proteina APP (Farzan et al.,
2000; Vassar, 2004). La vy-secretasa posee actividad catalitica
modulada por los genes PSEN 1 y PSEN 2 (Kimberly et al., 2003).

Una vez se ha sintetizado en el reticulo endoplasmatico
rugoso, la APP pasa al aparato de Golgi, se glicosila y se empaqueta
en vesiculas de transporte atravesando el citoplasma para finalmente
insertarse en la membrana celular y ser procesada por accién del
complejo enzimatico a-, f- y 7y- secretasas, siguiendo dos rutas
(LaFerla et al, 2007). La primera ruta, denominada no
amiloidogénica, es la ruta predominante del procesamiento de APP y
excluye la generacion del péptido B-amiloide (Selkoe, 1991). Durante
esta ruta la a-secretasa realiza un corte en la proteina APP entre los
aminodcidos 687 y 688 correspondientes a los residuos 16 y 17 del
péptido AP, generando la secrecion del dominio N-terminal, que es
una forma truncada de la proteina APP, denominada APP soluble o
(sAPPa) (Allinson et al., 2003) que esta implicada en la
sinaptogénesis (Morimoto et al., 1998) y tiene ademas una gran
importancia en la formacion y consolidacién de la memoria (Huber et

al., 1993; Meziane et al., 1998) asi como en el almacenamiento de la
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misma (Roch et al.,1994). Por otro lado, el fragmento C-terminal
resultante de 83 aminoacidos, denominado C83 6 a-CTF, permanece
anclado en la membrana para, seguidamente, ser procesado por la
enzima y- secretasa, cortando entre los aminoacidos 712, 714 6 715,
correspondientes a los residuos 40, 42 6 43 del péptido AP, generando
un pequefio péptido denominado p3 (Haass et al., 1993) y un
fragmento intracelular de APP denominado AICD (APP Intracellular
Cytoplasmic Domain) 6 y-CTF (Haass et al.,1993) En esta ruta, la
accion de la a-secretasa previene la formacion del péptido amiloide

APi-42, con lo que se impide la formacién de depdsitos.

La segunda ruta es la amiloidogénica, durante la cual se
genera el péptido AP y de nuevo necesita la accion secuencial de dos
proteasas (Haass, 2004). El primer corte es debido a la -secretasa en
el extremo N-terminal de la secuencia del péptido AP, entre los
aminodacidos 671y 672, promoviendo la liberacion del fragmento APP
soluble B (sAPPB) y la generacion de un fragmento C-terminal,
anclado en la membrana, de 99 aminoacidos denominado C99 6 -
CTF (Vassar, 2001). Por ultimo, el procesamiento de C99 por el
complejo y-secretasa da lugar al péptido AP y al fragmento y-CTF
(Gandy, 2005). Esta ruta amiloidogénica genera principalmente una
especie de 40 aminoacidos denominado AP40 y una especie de 42
aminoacidos  denominado AP42. De las dos especies,
aproximadamente el 90% corresponde a la AB40 y, a pesar de que
ambas especies son neurotoxicas e insolubles, el péptido AP42 se
agrega con mayor facilidad y, por lo tanto, es méas proclive a la
formacién de las placas amiloides (lwatsubo et al., 1994). Estas

placas, que se pueden observar en pacientes con la enfermedad de
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Alzheimer, estan implicadas en desencadenar una cascada de procesos

que conducen a la muerte neuronal masiva (Giulian, 1999).

Placa s

Oligomeros de Ap

APPsolblea  ___|_ ___
| APP | APP y
: G ; soluble B Acumulacién de AP
: - P-Secretasa
P3\ oy / G

V-Secretass . ] . I y-Secretasa N-terminal

Membrana cehlar H)lui"lllllly‘.; HHHH‘(HIL I(HH:'UIIHH S e RN

servenv v LS TTTTOTTTTTT UL LT PV EES L) U RN

" | : g C-terminal

y-CTF § C83 el io9p J y-CTF

[ Ruta amiloidogénica W

’ Ruta no amiloidogénica

Figura 1. Procesamiento del Ap por via no amiloidogénica y

amiloidogénica.

Se han descrito dos mecanismos implicados en la muerte neuronal por
los depositos del péptido APi-4, la hiperfosforilacion de la proteina
TAU vy la reaccion inflamatoria local. La proteina TAU es una
proteina  microtubular  del citoesqueleto  neuronal  cuya
hiperfosforilacion provoca su precipitacion formando los “ovillos
neurofibrilares” (Figura 2) (LaFerla y Oddo, 2005). El AB;-4, también
se puede acumular en el interior de la neurona en forma monomeérica
para agregarse y convertirse en forma oligomérica lo cual también
permiten la hiperfosforilacion de la TAU, provocando la pérdida

funcional de la mitocondria, y desencadenando la disfuncién sinaptica
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y homeostasis del calcio (Ca*") (LaFerla et al., 2007). La reaccién
inflamatoria local implica la participacion de los astrocitos y la
microglia con la produccion y acumulo masivo de citoquinas
inflamatorias y especies reactivas de oxigeno (Mrak y Griffin., 2005),
proceso inflamatorio que puede conducir a alteraciones de la
neurotransmision con pérdida de la sinapsis y muerte neuronal (Wyss-
Coray y Muckie, 2002) (Figura 3).

Figura 2. Esquema representativo de A) una neurona normal, B)
neurona con ovillos neurofibrilares y C) Microfotografia
representativa de ovillos neurofibrilares (flechas) marcados con un
anticuerpo especifico anti-PHF1, barra de escala 62.5um (LaFerla y
Oddo, 2005).
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Astrocito i

Figura 3. Citoquinas liberadas por astrocitos y microglia asociadas a

las placas del péptido B amiloide.

Posiblemente ambos mecanismos actlien simultaneamente por
lo que la destruccion neuronal sea debida tanto a la hiperfosforilacion
de la TAU como a la inflamacion inducida por el péptido Ap (LaFerla
y Oddo, 2005; LaFerla et al., 2007).

1.6. La inflamacién inducida en la EA

Diversos estudios neuropatolégicos y de diagnostico por
imagen indican que la acumulacion del péptido AB;-4, €s el inductor
del proceso inflamatorio y de la activacion de las células gliales,
procesos que anteceden al dafio neuronal presente en la enfermedad de
Alzheimer (Eikelenboom y van Gool., 2004; Zhu, X et al., 2004). En
una primera fase, la inflamacion produce sustancias proinflamatorias
gue participan en la proteccion del tejido ya que limitan la

supervivencia y la proliferacion de agentes toxicos (Allan y Rothwell.,
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2001; Allan y Rothwell., 2003) y por tanto limitan el dafio neuronal.
Si la reaccion no se detiene, en una segunda fase, la respuesta
inflamatoria prolongada y exacerbada est4 mediada por citocinas pro-
inflamatorias citotéxicas que contribuyen a la neurodegeneracion
presente en esta patologia (Strohmeyer y Rogers, 2001). Estudios
epidemioldgicos y en modelos experimentales de Alzheimer (Griffiny
Mrak., 2002; Sala et al.,, 2003) se demuestra un incremento de
sustancias pro-inflamatorias en cerebro (IL-1B, el Factor de
Crecimiento Transformante-f (TGF-B) y COX-2 (Luterman et al.,
2000) que promueven el progreso de la enfermedad mientras que el
tratamiento con anti-inflamatorios puede disminuir el proceso
neurodegenerativo que afecta a estos pacientes (Rogers et al., 1993;
McGeer et al., 1996; Dzenko et al., 1997; Hull et al., 1999; Zhang et
al., 2013). Estos resultados permiten concluir que la causa del dafio
neuronal no es la acumulacion del AP sino la respuesta inflamatoria
que, si bien en un estadio temprano tiene efectos neuroprotectores, su
avance hacia la cronicidad posee efectos neurodegenerativos (Wyss-
Coray y cols., 2002). En esta segunda fase, las células gliales que
rodean las placas amiloides se sobreactivan por exposicion al péptido
APi-42 induciendo la produccion y liberacion de moléculas pro-
inflamatorias (Hanisch., 2002; Liu y Hong., 2003). Estas moléculas
potencian la progresion del dafio al aumentar la sensibilidad de las

neuronas a los radicales libres (Combs et al., 2001).

En conclusion, el proceso inflamatorio juega un papel
destacado en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. En una
primera fase la inflamacion es beneficiosa porque limita el dafio

inducido por el téxico AB;-s2. En una segunda fase la respuesta
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inflamatoria aumentaria el estrés oxidativo contribuyendo a la

neurodegeneracion presente en la enfermedad.

1.7. Estrés oxidativo inducido en la EA

Cuando se pierde el equilibrio éxido-reduccién se llega a un
estado de estrés oxidativo, caracterizado por un aumento en los
niveles de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ion
superdxido (O, "), hidroxilo (OH¢) y 6xido nitrico (NO¢) entre otros)
gue no puede ser compensado por los sistemas de defensa
antioxidante, lo cual conlleva a causar dafio y muerte celular. Las
consecuencias de este desequilibrio pueden ser leves o crdnicas. A
nivel agudo, los sistemas antioxidantes pueden restablecer el
equilibrio, pero a nivel crénico se producen alteraciones en el
metabolismo celular a través de la rotura de moléculas de ADN
(Mecocci et al.,, 1994; lida et al., 2002), del aumento de calcio
intracelular (Yamamoto et al., 2007; Abeti y Duchen.., 2012), dafio en
los transportadores de membrana celular (Martinez et al., 2003; Abeti
y Duchen., 2012) y del dafio a proteinas y/o peroxidacién de lipidos
(Jiménez-Jiménez et al., 2006). El que estas alteraciones sean 0 no
reversibles depende del estado oxidativo, de la edad y estado
nutricional del individuo y de factores genéticos (Halliwell vy
Gutteridge., 1999; Jayasena et al., 2013; Zhang et al., 2013; Novo et
al., 2013). Este desequilibrio es caracteristico de muchas
enfermedades neurodegenerativas (Harman., 1986; Halliwell y
Gutteridge., 1999; Quintanilla et al., 2012; Yan et al., 2013; Costacou
et al., 2013) incluida la enfermedad de Alzheimer (Jiménez-Jiménez et
al., 2006; Quintanilla et al., 2012; Yan et al., 2013).
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La presencia de moléculas pro-inflamatorias inducidas por
APBi-4, en la enfermedad de Alzheimer estimula la produccion de
especies reactivas de oxigeno y radicales libres por las células gliales
(Jiménez-Jiménez et al., 2006; Sutherland et al., 2013; Phillips et al.,
2013; Gubandru et al., 2013) responsables de la disfuncion
mitocondrial (Wallace., 2000; Lesnefsky et al., 2001; Chen et al.,
2003; Abeti y Duchen., 2012) y de la reduccion de los niveles de
glutatién (GSH) (Abeti y Duchen.., 2012; Johnson et al., 2012).

Los mecanismos mas importantes mediante los que el estrés
oxidativo produce el dafio y muerte celular son, la peroxidacion
lipidica, la oxidacion de proteinas y la oxidacion de ADN (Halliwell y
Gutteridge., 1992; Halliwell., 1992; Reiter., 1995; Jiménez-Jiménez et
al., 1996; Jiménez-Jiménez et al., 2006).

En modelos animales de estudio de la enfermedad de
Alzheimer, la peroxidacién lipidica precede a la formacion de las
placas amiloides (Pratico et al., 2001). En humanos, la mayoria de
estudios demuestran que marcadores de peroxidacion lipidica como
las sustancias reactivas al acido tiobarbititico (TBARS) y malonil-
dialdehido (MDA) (Palmer y Burns., 1994; Lovell et al., 1995;
Marcus et al., 1998; Karelson et al., 2001; Dei et al., 2002; Yu et al.,
2003; Subbarao et al., 2009), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) (Sayre et al.,
1997; Markesbery y Lovel., 1998; Gotz et al., 2002) y algunos
isoprostanos (Pratico et al., 1998) se encuentran aumentados en los
pacientes de Alzheimer, especialmente en el cértex temporal e
hipocampo. En cultivos celulares, algunos de estos productos son

capaces de modificar la estructura de la apolipoproteina E3 (apoE3) y
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alterar su metabolismo (Montine et al., 1996). En estos pacientes
también se ha descrito la acumulacion de proteinas oxidadas (Carney
et al 1994), aumentos significativos de marcadores bioldgicos como el
contenido de proteinas carbonilo fenilhidracina -reactiva, actividad de
la glutamina sintetasa (GS) y creatina quinasa (CK) (Hensley et al.,
1995), carbonil-reductasa (Balcz et al., 2001) y productos finales de
glicacion de proteinas (Shuvaev et al., 2001) capaces de aumentar la
peroxidacion lipidica (Gasic-Milenkovic et al., 2003). Diversas areas
del cerebro también presentan dafio en el ADN por aumento de
oxidacion, que se ha correlacionado con los estadios iniciales de la
enfermedad (Lyras et al., 1997; Gabbitta et al., 1998; Nunomura et al.,
2001; lida et al., 2002). Aumenta la expresién de genes ERCC-80 y 89
relacionados con la actividad reparadora del ADN (Love et al., 1999),
lo cual puede ser una respuesta al dafio oxidativo (Hermon et al.,
1998).

En conjunto estos resultados indican que el estrés oxidativo
posee un papel fundamental en el desarrollo y evolucion de la

enfermedad de Alzheimer.

1.8. Tratamientos para la Enfermedad de Alzheimer

Tanto el estrés oxidativo como la inflamacion son
mecanismos desencadenantes de la patologia de esta enfermedad por
lo que tanto su estudio como sus posibles interacciones, pueden
contribuir al desarrollo de nuevas terapias farmacol6gicas en el
tratamiento del Alzheimer. Desde el punto de vista no farmacoldgico,
diversas estrategias se han considerado beneficiosas en cuanto a la

mejora del bienestar y calidad de vida de los pacientes (Olazaran et
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al., 2004; Guetin et al., 2009; Ramesh et al., 2010; Fang., 2011; de
Sant'/Anna y Morat.,, 2013). Maniobras como la musicoterapia,
fisioterapia, psicomotricidad, cuidados bésicos, terapia ocupacional,
laboraterapia, terapia con animales y la psicoestimulacion cognitiva se
consideran herramientas muy Utiles encaminadas a ejercitar y reforzar
capacidades cognitivas que todavia preserva el paciente de Alzheimer
sin pretender recuperar las que ya se han perdido (Olazarén et al.,
2004; Guetin et al., 2009; de Sant'Anna y Morat., 2013).

En la actualidad, no existe una cura para la enfermedad de
Alzheimer. La terapéutica farmacologica se dirige a retrasar y
controlar sus sintomas para mejorar el bienestar y calidad de vida del
paciente. La tabla 1 recoge los distintos tratamientos farmacol6gicos
utilizados en la actualidad y aprobados por la FDA (U.S Food and
Drug Administration, U.S Department of Health and Human Services,
www.fda.gov), que se ha hecho extensiva a los paises de nuestro
entorno (Agencia  Europea  de Medicamentos, EMA,
www.ema.europa.eu) incluido el nuestro (Agencia Espafiola de

Medicamentos y Productos Sanitarios, AEMPS, www.aemps.gob.es).

Debido a los efectos secundarios que presentan estos
medicamentos, desde hace varios afios se vienen desarrollado lineas
de investigacion para el estudio de los diferentes efectos
(neuroprotectores, antioxidantes y antiinflamatorios) de compuestos
naturales basados en la accion de fitonutrientes sobre diferentes vias

de sefalizacion asociadas a la inflamacion y al estrés oxidativo.
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MEDICAMENTO | FRINCIPIO | INDICACIONES EFECTOS REFERENCIA
ACTIVO SECUNDARIOS
Antagonista | Tratamiento  de | Mareo, cefaleas, | Savic y Mimica
del N-metil- | sintomas de grado | estrefiimiento, [;[:'13:.' .
Namenda & D-aspartato | moderado a severo | confusion ?fafﬁ;am et al
(Memanting) | NMDA) o
Inhibidorde | Tratamiento  de | Nauseas,vomitos, | Francis et al
colinesterasa | sintomas de grado | diamea, pérdida | (2010)
Razadyne & leve amoderade | de peso, pérdida E}%rl:';) et al
(Galantamina) de apetito i
Inhibidorde | Tratamiento  de | Nauseas,vomitos, | Buks et al
colinesterasa | sintomas de grado | diamea, pérdida (2009) .
Exelon ® leve amoderado | de peso, pérdida F‘E[;l 13:‘; Sevigny
S de apetito, |
vastigmina :
(Rivastgnina) debilidad
muscular
Inhibidorde | Tratamiento  de | Nauseas, vormtos, | Amez et al
colinesterasa | sintomas de grado | diamea (2008)
Arcept & leve 2 moderado Lopez-Pousa et
_ al (2007)
(Donepezilo) Yatabe et al
(2013)

Tabla 1. Medicamentos aprobados por la FDA, EMA y AEMPS para

el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

Los polifenoles son compuestos heterogéneos de origen

vegetal cuya caracteristica principal es la presencia de dos o mas

anillos fendlicos en su estructura (Asensi et al., 2011). Se sintetizan

bien por la via del &cido shikimico (Romeo et al., 2000) o bien por la

via del &cido acético (Harbone., 1989).

La tabla 2 recoge la clasificacion de los polifenoles segun su

estructura quimica (Harbone., 1989). La presencia y disposicion de
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grupos hidroxilo y metilo les confiere propiedades quimicas diferentes
(Quideau et al., 2011). Los polifenoles forman conjugados con uno o
maés residuos de azUcar, acido carboxilico, aminas, lipidos e incluso

con otros fenoles (Ferrer Pastor., 2008).

22



Introduccién

NOMBRE | ESTRUCTURA | FIGURA | EJEMPLOS | FUENTES
OH Catecol Aceite de argin,
Fenoles Ce l,\ Guayacol aceites
simples @ Florogiucinol | esenciales del té,
tomillo
(revisado  de
nfernef)
Andogalico | Castanias (Do
Acidos Cs-C1 0. rﬂ Acido cafeico | Carmo Barbosa
fendlico A | Addoferfico | Mendes  De
°" Vasconcelos e
al., 2007)
Ve tinfo
(Bums ef al,
2000)
Acidos Cs-Ca 1| Awming Principalmente
fenilacéticos | (fitohormonas) | en frutas
(Wightman ¢t
al, 1982)
Fenil- Cs-C3
propanoides
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Ligninas
(Cs-C3)2 Organismos  del
reino Plantae Frutos S2C0S,
semillas de lino
Secoisolariciresi (Pefialvo et al.,
Lignanos oy nol 2003)
{Ce-Cs)n) Matairesinol
Lariciresinol
i
Nafto- Ce-Cs T ] |vitamina K Hortalizas  de
quinonas T he hoj_a verde [EP::
gspinaca, hojas
de nahos,
acelgas, hojas de
mostaza, perejil,
lechuga
Verduras
(brocol1, coliflor
v repollo)
(Institute of
Medicine, Food
and  Nutrition
Board., 2001}
(Sarubin v
Thomson.,
2007)
Mangostin
Xantonas Cs-C1-Cs Mangostin (Walker,
2007 Mango
(Sulaiman v
Oot, 2012)
Vino tinto
Estilbenos y Ce-Cr-Cs Resveratrol (Vitrac et al.,
antra- 2005)Cacahuete
quinonas (Chukwumah et
al., 2007
Flavonoides Cs-C5-Cs
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Kaempferol Kale, Ceholla,
Flavonoles ™ | Quercetina Ginseng
LA Miricetina (Justesen et al,
o Cisteina 1008; Manach =t
al, 2004)
Apigenina Perejil,  apio,
Flavonas ™ | Luteolina Capsicum
'PT Diosmetina (Tustesen et al,
Y 1008; Manach et
al., 2004)
. J:: Naringenina Citricos
Flavanonas w“ Hesperidina {Justesen et al,
U 1998; Manach et
al., 2004)
0 Genisteina Soja, miso,
Isoflavonas % Daidzein Tofu, Tempeh
! Gliciteina (Manach et al,
2004)
. Malvidina Cereza,
Antocianidinas (D/. Cianidina Ruibarbo, Fresa
Pelargonidina (Manach et al,
2004
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Tabla 2. Clasificacion de los polifenoles segln su estructura quimica

La fuente principal de polifenoles se encuentra en: uvas/vino,
aceite de oliva, soja, nueces, granadas, bayas, té, chocolate/cacao,
entre otras frutas y verduras. Los niveles de polifenoles varian
dependiendo de la especie, de la variedad y de la calidad de los
cultivos (Bravo., 1998; Scalbert y Williamson., 2000).

En los alimentos, los polifenoles se encuentran principalmente

en su forma glicolisada. Su biodisponibilidad depende del grado de
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absorcion y eliminacion que vienen determinados por su estructura
guimica. La absorcion se realiza en el intestino delgado y se relaciona
con el grado de glicosilacion (Day et al, 2000), acilacion (poco
importante) y esterificacion (Nemeth et al., 2003; D’Archivio et al.,
2010) alcanzado. Acido galico e isoflavonas son los que presentan un
mayor indice de absorcion (Manach et al., 2004). Una vez absorbidos,
forma conjugados por metilacién, sulfatacion, glucuronizacion o
combinacion entre ellos (Piskula y Terao., 1998; Spenser et al., 1999,
Erlund et al., 1999; Watson y Oliveira., 1999) para facilitar su
eliminacion. Los polifenoles que no fueron absorbidos llegan al colon
donde son metabolizados por la flora bacteriana que contiene esterasas
y se absorben por la circulacion enterohepética. La eliminacion se
realiza por via urinaria y biliar. La cantidad total de metabolitos
eliminados pueden correlacionarse con la méxima concentracién en
plasma. Las concentraciones en orina alrededor de 0,5-6% para
algunas catequinas del té, 2-10% para catequinas del vino y hasta un

30% para epicatequina del cacao (Mufioz Jauregui., 2013).

Ademas de sus efectos beneficiosos debidos a sus propiedades
antioxidantes (Dai y Mumper., 2010), también se han descrito efectos
beneficiosos cardiovasculares (Broskova y cols., 2012; Simonyi et al.,
2005, Leacour y Lamont., 2011), metabdlicos (Williamson., 2013),
anticancerigenos (Baliga y Katiyar., 2006; Asensi et al., 2011;
McCormack y McFadden., 2012); y anti-inflamatorios (Hoensch y
Oertel., 2012). Estas propiedades confieren a los polifenoles un alto
potencial terapéutico en el tratamiento de diversas patologias incluida
la enfermedad de Alzheimer (Ramassamy., 2006; Simonyi et al.,

2010; Choi et al, 2012). Se ha demostrado en estudios in vitro e in
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vivo que los polifenoles tienen actividad anti-inflamatoria (Santangelo
et al., 2007) mediante la modulacién de la expresién de genes pro-
inflamatorios como la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la 6xido nitrico
sintasa y varias citoquinas, actuando principalmente por la via de
NF«B y la proteina quinasa activada por mitégenos (Xie et al., 1993;
Ahmed et al.,, 2002; Capiralla et al.,, 2012; Khan et al., 2006;
Santangelo et al., 2007). En estudios con un modelo transgénico para
la enfermedad de Alzheimer, el tratamiento con polifenoles reducia de
manera significativa la microgliosis y los depdsitos del APi.a, Y
mejoraba el comportamiento. Ambos pardmetros correlacionan con la
disminucién de los niveles de NFkB (Rojanathammanee et al., 2013).
También pueden modular las vias de sefializacion de muerte celular
programada, al inhibir significativamente la activacion de la caspasa-3
y modular las proteinas quinasas activadas por mitdégenos conocidos
por jugar un papel importante en la apoptosis neuronal (Bastianetto et
al., 2011). Cerebros de pacientes de Alzheimer presentan valores
elevados de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B y TNF-a
responsables de la activacion microglial (Mrak y Griffin., 2005) y del
incremento del estrés oxidativo (Jayasena et al., 2013). Ademas,
varios genes inflamatorios se asocian con un mayor riesgo de padecer

esta patologia.

Se ha relacionado la reduccion de niveles de estrdgenos y
enzimas antioxidantes con aumento de estrés oxidativo sobre la
incidencia de la enfermedad de Alzheimer (Grimm A et al., 2012),
siendo mayor en mujeres que en hombres (Andersen K et al., 1999;
Di Carlo et al., 2002; Henderson., 2013), lo cual apoyan la idea de que
compuestos estrogénicos ya sea estradiol enddgeno o fitoestrogenos

como la genisteina pueden aumentar la expresion de enzimas
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antioxidantes, que conduce a la disminucidon de estrés oxidativo y
proteccion contra la toxicidad del péptido B-amiloide (Vifia et al.,
2007).

En los afios 90, varios estudios divulgaron, que la terapia de
reemplazo con estrdgenos, podia reducir el riesgo de desarrollar la
enfermedad de Alzheimer en las mujeres posmenopausicas (Ohkura et
al., 1994; Asthana et al., 1999; Shaywitz et al., 2003; Canderelli et al.,
2007; Valen-Sendstad et al., 2010). El estrogeno regula varios
sistemas de neurotransmisores, incluyendo los sistemas colinérgicos,
serotoninérgicos y dopaminérgicos, que tienen cambios degenerativos
en los pacientes con Alzheimer (Craig y Murphy., 2009). También, los
estrégenos como el estradiol, puede ejercer varios efectos
neuroprotectores en el cerebro, incluyendo inhibicion de la formacion
de ABi4 (Yue et al., 2005; Morinaga et al., 2007; Morinaga et al.,
2011) y acelerar la degradacion de AB;.42 (Merlo y Sortino., 2012), la
hiperfosforilacion de TAU (Alvarez-de-la-Rosa et al., 2005),
disminucién de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, dafio
celular y proteccion de las neuronas contra las moléculas
inflamatorias, inducidas por la reaccion crénica inflamatoria
(Simpkins et al., 2009). Sin embargo, se demostraron unos efectos
proliferativos con la administracion continua de estrégenos, que
podrian incrementar el riesgo de ciertos tipos de tumores sensibles a
determinadas hormonas, (Mulnard et al., 2000) como el cancer de
mama y de endometrio, lo cual comprometié la aplicacion de la
terapia de reemplazo y puso en peligro la aplicacion clinica de los
estrégenos (Chlebowski et al., 2010). Actualmente, contintia el uso de

estrégenos (naturales, semi-sintéticos y sintéticos), solo o en
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combinacion con otros tratamientos en relacion a la patologia, ya que
son compuestos con importantes aplicaciones terapéuticas por sus
diversos efectos y sitios de accion. Su administracion puede ser por
via intramuscular, transdérmica, crema, 6vulos, entre otros. Sin
embrago, estos compuestos siguen presentando efectos adversos a
corto y largo plazo como ndusea, vomito, jaqueca, retencion de
liquidos, trombo-embolismo venoso, embolia pulmonar y en mujeres
en edad fértil puede producir infertilidad, puesto que dependiendo de
la  estructura  quimica, propiedades farmacocinéticas vy
farmacodinamicas, el efecto tejido-especifico y la interaccion con
otras moléculas independientes del receptor especifico de estrogenos,
genera respuestas en otros tejidos diferentes a los reproductivos
(Jaimez Melgoza., 2013). Los efectos adversos de las terapias de
reemplazo hormonal sobre la incidencia de la cognicion y la demencia
con el apoyo del estudio “Women's Health Initiative Memory Study”
advirtio sobre la aplicacion de las terapias de reemplazo hormonal en
la enfermedad de Alzheimer (Espeland et al., 2004; Shumaker et al.,
2004).

Debido a lo anteriormente expuesto, la bisqueda de sustitutos
estrogénicos eficaces y seguros se convirtié en una cuestion practica 'y
se plante6 el uso de fitoestrogenos. Estrdgenos procedentes de plantas,
tales como la genisteina, principal polifenol de la soja, se convirtieron
en posibles alternativas a los estrogenos, ya que tiene efectos
farmacolégicos no hormonales (Bang et al., 2004). La genisteina
concretamente tiene la capacidad de unirse a los receptores
estrogénicos humanos (Setchell., 2001), siendo su mayor afinidad por

ER-B que por el ER-a (Kuiper., 1998). En estudios con cultivos
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celulares pre-tratados con genisteina, se inhibe el efecto neurotédxico
inducido por APi4p, al disminuir los niveles de estrés oxidativo
(Vallés et al., 2008) aumentando la expresion de enzimas
antioxidantes (Vifa et al., 2007) y los niveles de glutation (Ma et al.,
2010; Gamba et al., 2011; Ding et al., 2011). Esto se traduce en una
disminucién de estrés oxidativo y proteccion contra la toxicidad del
péptido APi.4o. Estudios in vitro realizado por Dang et al (2003)
demostraron que la genisteina actuaba como agonista de receptores
PPAR-y. Estudios previos realizados por Vallés et al., corrobor6 la
activacion de estos receptores en astrocitos pre-tratados con genisteina
y estradiol (Vallés et al., 2010).

El tratamiento con terapia anti-inflamatoria posee efectos
beneficiosos en estos pacientes (Johnston et al., 2011) por lo que el
tratamiento con polifenoles, podria producir efectos beneficiosos en el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

1.9. Los cannabinoides

Los cannabinoides son compuestos organicos de estructura
carboxilica con 21 &tomos de C. Pertenecen al grupo de los
terpenofenoles y son los responsables de los efectos farmacoldgicos
de la planta de cannabis. Suelen presentar una estructura quimica
compuesta por tres anillos de los cuales el central suele ser un

tetrahidropirano (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica de A9-THC.

Los cannabinoides se clasifican en: 1. Fitocannabinoides:
cannabinoides procedentes de la planta del cannabis, los cuales se
encuentran mayoritariamente: A9-THC, cannabidiol (CBD) vy
cannabinol (CBN), entre otros (Gaoni y Mechoulam, 1964; Zuardi et
al., 1982; Condie et al., 1996). 2. Endocannabinoides: cannabinoides
naturales en el cuerpo humano, como son: N-araquidonil-etanolamida
(AEA) y 2- araquidonil-glicerol (2-AG), entre otros (Mechoulam et
al., 1996; Mechoulam et al., 1995; Hanus., 2009). 3. Cannabinoides
sintéticos: cannabinoides con estructura quimica diferente o similar al
del A9-THC con afinidad a los receptores cannabinoides (Pertwee.,
1997; Pertwee., 1999; Trameér et al., 2001; Hanus et al., 1999).

El cannabinoide mdis activo es el A9-tetrahidrocannabinol
(THC). Fue aislado en los afios 60 de la Cannabis sativa y es el
responsable de sus acciones psicoactivas (Gaoni y Mechoulam, 1964).
Se metaboliza en el higado por oxidacién a 11-hidroxi- A9-THC (11-
OH-A9-THC), metabolito mucho méas activo capaz de atravesar la

barrera hematoencefalica (Huestis et al., 1996). Los demas
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cannabinoides presentes en la planta son menos activos pero pueden
interactuar con el A9-THC modificando su potencia psicoactiva.
Producen sus efectos a través de la union con receptores especificos
(CB) ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y en

diversos tejidos (Devane et al., 1988).

La administracion por via oral alcanza niveles plasmaticos
bajos ya que la biodisponibilidad de los cannabinoides se ve reducida
por la acidez de los jugos gastricos, metabolismo hepatico e intestinal
y por el acceso a la circulacién enterohepatica (Garret, Gouyette y
Roseboom, 1978; Agurell et al., 1986). Para evitar este efecto de
primer paso, se utiliza la via inhalatoria (Wilson et al., 2002) y la
rectal (ElISohly., 2003). Se distribuyen en plasma unido un 60% a
proteinas plasmaticas (Widman et al., 1974). Por su alta lipofilia, el
70% se almacena en tejidos y el resto se metaboliza principalmente en
higado (Burstein et al.,, 1994). Los productos resultantes del
metabolismo de los cannabinoides son eliminados en forma de &cidos
libres o conjugados con acido glucurénico (Agurell et al., 1986) por
heces (68%) y orina (12%).

Los cannabinoides ejercen su accion mediante el acoplamiento
con receptores especificos de membrana. Se han clonado dos tipos de
receptores, CB1 y CB2 (Devane et al., 1988; Matsuda et al., 1990;
Munro et al., 1993). Ambos pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G. Comparten un 44% de homologia de
secuencia y ambos poseen un dominio amino-terminal extracelular, un
dominio carboxi-terminal intracelular y siete dominios transmembrana
(Figura 5).
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Extracelular
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Figura 5. Estructura de los receptores CB1 y CB2.

Los receptores CB1 se expresan en el sistema nervioso central
(Herkenham et al., 1991; Matsuda et al., 1993), mientras que los
receptores CB2 se localizan fundamentalmente en bazo, amigdalas y
en distintas células del sistema inmunitario (Galiegue et al., 1995;
Schatz et al., 1997). Se han postulado otros posibles receptores
cannabinoides, GPR55 (Ryberg et al., 2007), abnormal-cannabidiol
(Mo et al., 2004), TPRV1 (Cristino et al., 2006) y PPARs (Stienstra et
al., 2007) cuya activacion mediaria efectos especificos sobre la

transmisidn sinaptica, el sistema vascular y el sistema inmune.

El receptor CB1 se caracteriz6 en cerebro de rata por métodos
radiométricos (Devane et al., 1988). Este receptor se clon6 en 1990 a
partir de ADN complementario (ADNCc) de corteza cerebral de cerebro
de rata (Matsuda et al., 1990). En 1991 se caracterizd en el ser
humano en el tronco cerebral (Gerard et al., 1991).
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El receptor CBL1, se expresa fundamentalmente en neuronas de
cerebro, médula espinal y sistema nervioso periférico de mamiferos,
donde se le atribuye una papel importante en la modulacion de la
liberacion de distintos neurotransmisores. También se ha demostrado
su expresion en células inmunes, glandulas adrenal y pituitaria,
corazén, pulmén y partes del tracto gastrointestinal, urinario y
reproductivo (Howlett et al., 2002), adipocitos (Cota et al., 2003),
higado (Osei-Hyiaman et al., 2005) y células parietales de estomago
(Pazos et al., 2008).

Los efectos de los cannabinoides sobre el sistema nervioso
central estan vinculados a la distribucion de los receptores CB1.
Estudios autorradiograficos e inmunochistoquimicos en cerebro de rata
(Herkenham et al., 1991; Tsou et al., 1998) indican una mayor
densidad de receptores en &reas vinculadas con la actividad motora
(ganglios basales), la capacidad cognitiva (hipocampo) y la

coordinacién motora (cerebelo).

En humanos esta distribucién se mantiene, con la diferencia
de que el receptor CB1 tiene mayor expresion en la corteza limbica
que en las regiones motoras y sensoriales, o que supone que el
receptor CB1 tiene un papel importante en el procesamiento de

informacién motivacional y cognitiva (Glass et al., 1997).
La expresion de este receptor es principalmente de tipo

presindptica en los axones y terminales nerviosos, donde puede

funcionar como mediador en la inhibicién y la liberacién de
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neurotransmisores, también se puede expresar en las dendritas y soma

de neuronas (Howlett et al., 2002).

Los niveles de expresion de este receptor en las células
gliales son inferiores, aunque también estan presentes en los astrocitos
(Stella, 2004), los oligodendrocitos (Molina-Holgado y cols., 2002) y
progenitores neurales (Aguado et al., 2005). Sélo se describe la
expresion de este receptor en microglia en estudios in vitro (Cabral et
al., 2001; Facchinetti et al., 2003; Carrier et al., 2004). La activacion
de los receptores CB1 se relaciona con sus efectos anticonvulsivos
(Citraro et al., 2013) y euforizantes (Huestis et al., 2001). En 1993
este receptor se clond en muestras humanas (Munro y cols., 1993) y
posteriormente en raton (Shire et al., 1996) y rata (Griffin et al., 2000;
Brown et al., 2002).

El receptor CB2, se expresa principalmente en las células del
sistema inmune y hematopoyético. Los niveles mas altos de ARN
mensajero (ARNm) del receptor CB2 se encuentran en linfocitos B,
monocitos, neutrofilos, linfocitos T8 y T4 (Galiegue y cols., 1995).
Ademas se ha descrito su presencia en cerebelo, concretamente en las
células granulares y de Purkinje (Skaper et al., 1996); en progenitores
neurales (Palazuelos et al., 2006) y en el sistema nervioso periférico,
en neuronas sensoriales (Ross et al., 2001) y en neuronas del tallo
cerebral, donde podria modular la emesis (Van Sickle et al., 2005). Es
posible que este receptor aumente su distribucién en procesos
patoldgicos relacionados con procesos inflamatorios como Alzehimer
y esclerosis multiple (Wotherspoon et al., 2005; Gong et al., 2006;

Onaivi et al., 2006). En cultivos celulares, el CB2 también se expresa
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en astrocitos (Sheng et al., 2005), oligodendrocitos (Molina-Holgado
et al., 2002) y microglia (Stella, 2004; Cabral y Marciano-Cabral,
2005). En un cerebro sano se identifica el CB2 en la microglia
perivascular (Nufiez et al., 2004) mientras que en procesos
inflamatorios del SNC su expresion es significativamente superior
(Benito et al., 2003; Maresz et al., 2005; Nufiez et al., 2008).

El descubrimiento de los receptores cannabinoides, dio lugar a
la busqueda de ligandos enddgenos denominados endocannabinoides.
(Devane et al.,, 1992; Mechoulam et al., 1995). Son compuestos
enddgenos capaces de ser sintetizados y liberados segiin “demanda”,
en respuesta a estimulos psicolégicos o patoldgicos (Felder et al.,
1996; Schmid et al., 1997; Walter et al., 2003; Pertwee., 2004).
Posteriormente son recaptados y degradados por enzimas en el interior
de la célula (Pacher et al., 2006; Sugiura et al., 2006). Son derivados
del acido araquidénico y los més relevantes son la N-araquidonil-
etanolamida (AEA) y el 2-Araquidonil glicerol (2-AG). De menor
importancia son: 2-araquidonilglicerol éter (Noladin éter), O-
araquidonil etanolamina (Virodamina), N-araquidonil-dopamina
(NADA) y N-araquidonil-L-serina (ARA-S).

Como hemos comentado anteriormente, los
fitocannabinoides son productos naturales derivados de la Cannabis
sativa y el cannabinoide més activo es el THC. Desde el aislamiento y
caracterizacion de los cannabinoides naturales, se han desarrollado
anélogos sintéticos que carezcan de los efectos psicoactivos
indeseables y que mantengan las caracteristicas farmacoldgicas de

interés. Actlan como agonistas de los receptores cannabinoides y su
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desarrollo ha sido de gran utilidad para el conocimiento de los
mecanismos bioquimicos y moleculares de los cannabinoides.
Destacan los derivados de los fitocannabinoides que mantienen la
estructura de dibenzopirano y son ligandos para ambos receptores
(CB; y CB,) (Palmer et al., 2002; Pacher et al., 2006). Nabilona
(Cesamet®) y dronabinol (Marinol®) se usan para controlar las
nauseas y vomitos producidos por la quimioterapia (Ben Amar, 2006)
y para prevenir la pérdida de peso en pacientes con SIDA (Beal et al.,
1995). El 4cido ajulémico es un potente anti-inflamatorio vy
analgésico, sin efectos psicoactivos o sobre el comportamiento (Vann
et al., 2007).

Otro grupo de farmacos sintéticos lo constituyen los
eicosanoides, compuestos derivados de la estructura de los
endocannabinoides pero méas estables enzimaticamente (Hollett et al.,
2002; Wiley et al., 1998; Parkkari et al., 2006; Di Marzo et al., 2001;
Di Marzo et al.,, 2002; Appendino et al., 2006). Entre ellos, los
agonistas selectivos de CB1 como la metanandamida (AM356),
araquidonil-2 cloroetilamida (ACEA), araquidonil ciclopropilamida
(ACPA) podrian tener aplicaciones en el tratamiento de la
inflamacion. Diversos agonistas hibridos CB1/TPRV1, 0-1861 y
arvanil (Di Marzo et al., 2001; Di Marzo y cols., 2002), y CB2
ITPRV1, PhAR (Appendino et al., 2006) se estan estudiando por sus

acciones neuroconductuales.

El tercer grupo lo forman los aminoalquilindoles, analogos
derivados de la pravadolina, que mimetizaban los efectos

farmacoldgicos de los cannabinoides. (Bell et al., 1991; D’ Ambra et
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al., 1992). El principal representante es el WIN 55, 212-2, el cual es
un agonista para ambos receptores (CB1 y CB2) (Palmer et al., 2002).
También existen agonistas especificos para CB2 como JWH-015, L-
768242, AM124, GW405833 y GW842166X, que poseen efectos
beneficiosos en modelos experimentales de inflamacion y analgesia in
vitro e in vivo (Howlett et al., 2002; Nackley et al., 2003).

Debido a la amplia distribucién de los receptores cannabinoides,
sus efectos estdn ampliamente distribuidos tanto a nivel del sistema

nervioso como sobre otros aparatos y sistemas.

A nivel neuropsiquiétrico, la administracion de cannabinoides
produce euforia, relajacion, aumento de la sociabilidad y potenciacion
de las percepciones sensoriales y creativas. Otros efectos que también
se presentan son la alteracion en la percepcion del tiempo,
alucinaciones, psicosis, despersonalizacion, fragmentacién del
pensamiento y ansiedad. Estos ultimos efectos se presentan
principalmente por el consumo de altas dosis de cannabinoides
(Ashton., 1999). La via de administracion no altera estos efectos, pero

si su aparicidn, intensidad y duracién (Perez-Reyes., 1982).

Sobre la memoria, los cannabinoides alteran la memoria a
corto plazo (Dewey., 1986; Kirby et al., 1995) y este efecto se ha
relacionado por la alta concentracién de receptores CB1 en el
hipocampo, pero este efecto pueden ser reversible (Reibaud et al.,
1999; Marsiciano., 2002).

La actividad motora se ve afectada por los cannabinoides, ya

gue son inhibidores de la transmision y de la coordinacién a través de
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su accion sobre los ganglios basales y el cerebelo donde hay una gran
cantidad de receptores CB1 (Pertwee y Wickens., 1991; Ramaekers et
al., 2004).

Otro efecto de la administracion de cannabinoides, es la
hiperfagia vinculado con la cantidad de receptores CB1 en los nucleos
paraventricular y ventromedial del hipotalamo, areas cerebrales
implicadas en la regulacion del apetito (Cuerda et al., 1998; Williams
y Kirkham., 1999; Ferndndez-Ruiz et al., 2000; Di Marzo et al., 2001;
Rodriguez de Fonseca et al., 2001; Gomez et al., 2002). En un estudio
con ratas neonatas tratadas con el antagonista de receptores CB1
(SR141716A) se produjo la inhibicion de la ingesta, pero la
administracion de THC revirtié este efecto (Fride et al., 2001). Asi
mismo se ha identificado receptores CB1 en el nicleo del tracto
solitario en el sistema nervioso central que se localiza en el tronco
cerebral el cual se encuentra implicado con la regulacion de la emesis.
Estudios con modelos experimentales con animales se demuestra que
la administracion de cannabinoides inhibe el vomito por accion de los
receptores CB1 en el tronco cerebral (1995; Parker et al; Van Sickle et
al., 2001; Parker et al., 2003; Kwiatkowska et al., 2004).

Uno de los efectos mejor caracterizados de la administracion
de cannabinoides es la analgesia, el cual estd mediado por los
receptores CB1 en el sistema nervioso central y ambos receptores
(CB1 y CB2) en el sistema nervioso periférico. En la medula espinal
el sistema cannabinoide interactia con el sistema opiode en la
modulacion de la percepcion del dolor (Pertwee., 2001). Asi mismo la
administracion de cannabinoides ha mostrado efecto anti-inflamatorio

y analgésico en modelos de inflamacién aguda en ratas por la
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reduccion de las concentraciones de prostaglandinas E2, la
ciclooxigenasa, de Oxido nitrico y produccién de radicales libres

durante el proceso inflamatorio (Pertwee., 1999).

La administracion de cannabinoides presenta efectos
neuroprotectores al inhibir la entrada en Ca®* por la sobreactivacion de
receptores NMDA en modelos animales de neurotoxicidad (Ramos
Atance y Fernandez Ruiz., 2000).

Asi mismo la administracion de cannabinoides interactla
con los sistemas dopaminérgico y opiode reforzando los mecanismos
de recompensa que se vinculan con el nicleo accumbens (Vlachou y
Panagis., 2013).

A nivel cardiovascular, la administracion de cannabinoides,
produce taquicardia y aumentar el volumen cardiaco de expulsion y
demanda de oxigeno. Puede incrementar la frecuencia cardiaca y el
flujo sanguineo (Hollister., 1986). También causa vasodilatacion
dependiente del endotelio sobre arterias aisladas. Protege contra el
dafio generado por altas concentraciones de glucosa, inflamacion o
diabetes tipo 2 en modelos animales. El estudios in vivo el tratamiento
de cannabinoides en corazén aislado protege contra el dafio de
isquemia-reperfusion y contra la miocardiopatia asociada con la
diabetes. En la sangre, influye en la supervivencia y muerte de células
blancas, migracion y agregacion plaguetaria. Todos estos resultados
parecen apoyar la idea de los efectos beneficiosos con el tratamiento
de cannabinoides sobre eventos y enfermedades cardiovasculares,
pero es necesario seguir investigando sobre esta hipotesis y establecer

los mecanismos de accion (Stanley et al., 2013).
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A nivel ocular, la administracion de cannabinoides, produce
la disminucion de la presion intraocular, la conoce de la presencia de
receptores CB1 en la cAmara anterior del ojo, retina y epitelio corneal
(Nucci et al., 2008; Pinar-Sueiro et al., 2011).

Sobre el sistema reproductor en humanos, sobre la fertilidad
masculina, la induccion de ginecomastia (Aliapoulios y Harmon.,
1972), disminucion de los niveles de testosterona (Kolodny et al.,
1974, disminucién de la espermatogénesis y la motilidad
(oligospermia) (Kolodny et al., 1974; Hembree et al., 1978; Hong et
al., 1982), disminucion de la hormona luteinizante (Kolodny et al.,
1974; Cone et al., 1986; Vescovi et al., 1992), induccion de
anormalias en el esperma (Issidorides., 1978), bloqueo de la reaccién
del acrosoma (Whan et al., 2006 ). Sobre la fertilidad femenina,
induccion de anormalidades en el feto y parto prematuro (Persaud y
Ellington., 1967; Fried et al., 1984; Hatch y Bracken., 1986; Day et
al., 1991; Sherwood et al., 1999), interrupcién del ciclo menstrual
(Bauman., 1980), inhibicién de la secrecion de prolactina (Bauman.,
1980; Mendelson et al., 1985), mayor dificultad en el parto
(Groenlandia et al., 1982; 1983), supresién o aumento de los niveles
de hormona luteinizante en etapa especifica menstrual (Mendelson y
Mello., 1984; Mendelson et al., 1986), restriccion del crecimiento fetal
intrauterino (Qazi et al., 1985; Frank et al., 1990)y baja induccion en
la tasa de recuperacion de los ovocitos en el tratamiento de

fertilizacion in vitro (Klonoff - Cohen et al., 2006).

Algunos estudios in vitro sobre la proliferacion celular
muestran que altas dosis de cannabinoides pueden inhibir la sintesis de

ADN, ARN y proteinas y pueden modificar el ciclo celular (Ramos y
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Fernandez., 2000). También ha mostrado efectos antineoplasicos en
modelos animales de tumores cerebrales (gliomas) y cutaneos en ratas
(Massi et al., 2004; Galve-Roperh et al., 2000).

La expresion y distribucion de CB1 es particularmente alta en
cerebro (neuronas y células gliales) mientras que CB2 es
principalmente en las células microgliales, las células inmunes del
cerebro (Howlett et al., 2002; Stella., 2004; Walter y Stella., 2004;
Stella., 2010).

Se han propuesto los cannabinoides como tratamiento
preventivo para la enfermedad de Alzheimer (Ramirez et al., 2005;
Campbell y Gowran., 2007) por sus efectos neuroprotectores
(Mechoulam et al.,, 2002; van der Stelt et al.,, 2002) y anti-
inflamatorios (Walter y Stella., 2004; Klein., 2005; Correa et al.,
2009). En cultivos celulares de microglia, estos compuestos son
capaces de disminuir la liberacion de citoquinas y 6xido nitrico
inducida por Ap (Ramirez et al., 2005; Ehrhart et al., 2005; Esposito et
al., 2007).

Estudios in vitro, muestran los efectos neuroprotectores de los
cannabinoides frente al peptido AP reduciendo los niveles de estrés
oxidativo, inhibiendo la apoptosis (luvone et al., 2004) y la
hiperfosforilacion de TAU (Esposito et al., 2006).

En ensayos in vivo, el tratamiento con el cannabinoide
sintético WIN 55, 212-2, impidio el deterioro cognitivo, la activacion

glial y la pérdida neuronal en ratas tratadas con el peptido AB
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(Ramirez et al., 2005; Martin-Moreno et al., 2011). Ademas
disminuye los niveles de COX-2 y TNF-o (Martin-Moreno et al.,
2012).

Datos preclinicos sugieren el uso de medicamentos a base de
cannabinoides para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Dronabidol, una solucion a base de aceite de A9-THC, es un
antiemético y estimulador del apetito en pacientes con enfermedad de
Alzheimer (Volicer et al., 1997), mientras que A9-THC también
reduce la agitacion que es comin en los pacientes con enfermedad de
Alzheimer severa (Walther et al., 2006). En el afio 2003 se concede la
patente en EEUU para el uso de cannabinoides como antioxidantes y
neuroprotectores (U.S Department of Health and Human Services,
www.fda.gov). A pesar de estos resultados prometedores, el uso de
medicamentos a base de cannabinoides para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer esta a la espera de resultados de ensayos
clinicos rigurosos (Krishnan et al., 2004). La utilidad terapéutica de
los cannabinoides es un area relativamente nueva de investigacién en
la interaccion entre la inflamacion y el estrés oxidativo que tiene
mucho futuro para el desarrollo de tratamientos eficaces para la

enfermedad de Alzheimer.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

La enfermedad de Alzheimer es una patologia
neurodegenerativa que cursa con un aumento de la concentracion del
péptido téxico AP cuyo acumulo forma placas neuriticas y ovillos
neurofibrilares, responsables de la pérdida neuronal, deterioro de las
conexiones sinapticas y gliosis reactiva (respuesta inflamatoria),
caracteristicas mas relevantes de esta enfermedad (Giulian, 1999;
Wyss-Coray y Mucke, 2002; Mrak y Griffin., 2005). El estado de
estrés oxidativo también juega un papel crucial en la fisiopatologia del
Alzheimer. Se han observado un incremento de marcadores de dafio
oxidativo como oxidacion de proteinas, lipidos, ADN e incluso de
ARN (Jiménez-Jiménez et al., 2006; Quintanilla et al., 2012; Yan et
al., 2013). Una gran cantidad de evidencias indican que el incremento
en la generacion de especies reactivas de oxigeno, un déficit en las
defensas antioxidantes, asi como la disminucién en la eficiencia de los
mecanismos de reparacion del ADN, la protedlisis, y la pérdida de
regulacion del sistema inmune, son factores que contribuyen al

aumento de estrés oxidativo y llevan al dafio cerebral progresivo.

En conjunto estos resultados indican que la inflamacion y el
estrés oxidativo poseen un papel fundamental en el desarrollo y

evolucion de la enfermedad de Alzheimer.

Los astrocitos, como células inmunoldgicas del cerebro,
pueden poseer gran importancia como diana terapéutica en respuesta a

un proceso inflamatorio (Fuller et al., 2009; de Oliveira et al., 2010;
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Furman et al., 2012) y de estrés oxidativo (Zhu et al., 2007; Agostinho
etal., 2010).

Puesto que los polifenoles (Chong et al., 2001; Baker et al.,
2004; Iwase et al., 2006; Hoensch y Qertel., 2012) y los cannabinoides
(Klein et al., 2000; Molina-Holgado et al., 2003; Conti et al., 2002;
Malfait et al., 2000; Li et al., 2001) ejercen un efecto anti-inflamatorio
y mejoran el estado oxidativo (luvone et al., 2004; Dai y Mumper.,
2010), nuestra hipotesis de trabajo es que puedan proteger de la
inflamacion y estrés oxidativo inducida por el péptido APi4 €n la

enfermedad de Alzheimer.

2.2. Objetivos

Para estudiar esta hipdtesis nos planteamos los siguientes

objetivos:

1.- Estudio de los marcadores implicados en la neuro-
inflamacion y estrés oxidativo inducido por el péptido AP en
astrocitos.

2.- Efecto de los polifenoles (Estradiol y Genisteina) en la
respuesta inflamatoria y estrés oxidativo inducido por Af;4 €n
astrocitos.

3.- Efecto del agonista cannabinoide WIN 55, 212-2 en la
respuesta inflamatoria y estrés oxidativo inducido por APi4, €n

astrocitos.

Para ello se determinaran en cultivos primarios de astrocitos,
marcadores pro-inflamatorios (TNF-a, IL-1p, COX-2 e iNOS), de
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estrés oxidativo (GSSG/GSH), marcador anti-inflamatorio (PPAR-y) y
anti-oxidante (SOD Cu/Zn) inducidos por el péptido ABi4 Yy los

efectos de polifenoles y cannabinoides sobre estos marcadores.
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I1l. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion

Los animales de experimentacion empleados para el desarrollo de los
ensayos in vivo, fueron ratas hembras de raza Sprawley dawley,
criadas y mantenidas en condiciones higiénicas, de climatizacion, de
humedad y con ciclos de luz/oscuridad (12/12 h), en el animalario de

la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universitat de Valencia.

Las ratas hembras fueron alimentadas con dieta sodlida
estandar y agua ad libitum. Se expusieron al macho, y tras confirmar
la gestacion (presencia de espermatozoides en el flujo vaginal), las
hembras gestantes de 21 dias se sacrificaron para extraer los cerebros
de los fetos y asi realizar el protocolo de cultivo primario de astrocitos

(Vallés et al., 2010).

Los requisitos de estabulacion cumplen la normativa
internacional vigente de experimentacion animal (Direccion de la CEE
86/609, OJ L358.1, 12 de Diciembre de 1987 y Guia para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud,
NIH. Publ. No. 85-23, 1985) y los experimentos han sido aprobados

por el comité ético de nuestra institucion.

3.2. Cultivo primario de astrocitos

El cultivo primario de astrocitos se realiza a partir de muestras
de corteza cerebral de fetos de 21 dias, siguiendo el método de
McCarthy y De Vellis (1980) con algunas modificaciones (Vallés et

al., 2010). Todo el procedimiento se realiza en condiciones estériles.

49



Material y Métodos

3.2.1. Reactivos y materiales

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

e Suero bovino fetal (SBF) inactivado 30 min a 60°C

e Fungizona al 1%

e Antibioticos al 1% (penicilina 100 U/m y estreptomicina 100
ng/ml )

e L-glutamina al 1%

e Hepes 10mM

e Puntas de pipeta estériles (Fisherbrand, Fisher scientific,
Madrid, Espaiia)

e Pipetas y micropipetas (GILSON, Francia)

e Campana de flujo laminar vertical (Telstar AV-30-70)

e Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific)

e Malla de 90 pm para eliminar capilares sanguineos y
agregados celulares

e Placas y frascos para cultivos celulares (BIOFIL,
Biotestdiagnosticos, S.L, Valencia, Espafia)

e Estufa de cultivos CO,/O; (5%/95%) (SANYO CO2 Incubator

MCO-19AIC (UV))

Todos los reactivos para el medio de cultivo proceden de Gibco

Invitrogen Corporation, Barcelona, Espaia.

3.2.2. Procedimiento

e Decapitar los fetos para extraer los cerebros

e Separar los hemisferios cerebrales de los fetos
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e Separar la corteza cerebral y colocarla en medio de cultivo
Dulbecco’s

e Disgregar la corteza por aspiracion con una pipeta de 10 ml
(12 veces)

e Poner la suspension 1 minuto en el vortex a maxima velocidad
(rompe las neuronas)

e Pasar la suspension por una malla de 90 um (elimina capilares
sanguineos y agregados celulares)

e Resuspender en medio de cultivo completo (20 ml/cerebro)
con 20% de suero bovino fetal y sedimentar en placas y
frascos de cultivo para posteriores ensayos

e Incubar a 37°C en estufa himeda de CO»/O, (5%/95%)

e Cambiar el medio de cultivo completo a los 4 dias con 20% de
SBF. Al siguiente cambio de medio completo se reduce el
SBF al 10%.

e (Cambiar el medio de cultivo cada 4 dias hasta su utilizacion

3.3. Estudio de pureza del cultivo primario: inmunofluorescencia

indirecta

La pureza del cultivo de astrocitos se determina por
inmunofluorescencia indirecta (Saez et al., 1991). Todo el
procedimiento se realiza a temperatura ambiente, excepto las
incubaciones con los anticuerpos que se realizan a 37°C. El cultivo
primario de astrocitos se sedimenta en placas de cultivo para inmuno-
fluorescencia (100 ul). El grado de pureza del cultivo depende de la
cantidad de anticuerpo marcado anti-proteina glial fibrilar acida

(marcador de astrocitos) visto al microscopio de fluorescencia. El
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cultivo se considera viable cuando alcanza una pureza minima del

85%.

3.3.1. Fundamento

La inmunofluorescencia aprovecha la capacidad que tienen los
anticuerpos para unirse con alta especificidad a una molécula. Se
diferencia de otras técnicas en que es una molécula fluorescente la
que se une al anticuerpo especifico. El anticuerpo marcado se hace
reaccionar contra un preparado bioldgico y luego se expone la muestra
tratada a una fuente de luz de onda corta (ultravioleta o azul)
seleccionada por medio de un monocromador. La luz de onda corta
genera un fenomeno de fluorescencia en la molécula marcada que a su
vez emite luz a una longitud de onda mas larga (verde, amarillo o
naranja), esta luz emitida puede ser cuantificada con facilidad
por fotometria o, en el caso de tratarse de preparados histologicos,
puede ser observada por medio de un microscopio de fluorescencia.
En el caso de la utilizacion de la inmunofluorescencia como método
de tinciobn para microscopia Optica, el fluorescente revela la
localizacion a nivel celular o subcelular de la molécula diana. Las
muestras siempre deben estar en un medio favorable para la union de
los anticuerpos, en general se utiliza tampon fosfato salino (PBS)
como medio de reaccion. Existen dos técnicas, primaria o directa que
utiliza un anticuerpo y secundaria o indirecta que utiliza dos

anticuerpos.

3.3.2. Reactivos y materiales

e Tampodn fosfato salino pH 7.4 (PBS)
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e Formaldehido

e Albumina de suero bovina (BSA)

e Triton X-100

e Nonidet P-40

e Anticuerpos primarios: anti-proteina glial fibrilar 4cida
(marcador de astrocitos) y anticuerpo anti-proteina asociada a
microtabulos 2 (marcador neuronal)

e Anticuerpo secundario (IgG peroxidasa de rabano vinculado)
anti-raton marcado con Rodamina (alicuota 1, obteniendo
marcaje rojo fluorescente) para unirse al anticuerpo anti-proteina
asociada a microtibulos 2 y anticuerpo secundario (IgG
peroxidasa de rabano vinculado) anti-ratobn marcado con
Fluoresceina (alicuota 2, obteniendo marcaje verde fluorescente)
para unirse al anticuerpo anti-proteina glial fibrilar dcida

e Puntas de pipetas estériles (Fisherbrand, Fisher scientific,
Madrid, Espafia)

e Micropipetas (GILSON, Francia)

e Microscopio Confocal Espectral Leica TCS SP2 (Leica

Microsystems)

Todos los reactivos para la inmunofluorescencia se han obtenido de

Sigma-Aldrich, Madrid, Espana.

3.3.3. Procedimiento

e En placas de cultivo para inmunofluorescencia, lavar las
células con PBS y fijar los astrocitos con 3.7% de formaldehido

en PBS durante 10 minutos
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e Lavar con PBS durante 10 minutos, neutralizar durante 10
minutos con 50 nM glicina en PBS y permeabilizar durante 10
minutos con 0.25% con Triton X-100 en PBS.

e Bloquear con 3% de BSA en PBS durante 10 minutos

e Incubar los anticuerpos primarios diluidos en PBS-BSA al 1 o
3% de 1 -3 horas a temperatura ambiente o 37°C (estufa hiimeda
de CO,/0; (5%/95%)

e Lavar con 0.1% Nonidet en PBS 2-3 veces (10 min cada
lavado)

e Incubar los anticuerpos secundarios marcados con los
fluoroforos diluidos en PBS-BSA al 1 o 3% de 1 -3 horas a
temperatura ambiente (estufa himeda y oscuridad)

e Lavar con PBS 2-3 veces (10 min cada lavado)

e Observar al microscopio de fluorescencia

3.4. Estudio de observacion morfolégica del cultivo primario:

inmunofluorescencia directa

Una vez determinada la pureza del cultivo de astrocitos, se
observé la morfologia de astrocitos incubados con el péptido ABi.4,
con tincion en nucleos y mitocondrias. Se observa por
inmunofluorescencia directa. Todo el procedimiento se realiza a
temperatura ambiente, excepto la fijacion de las células que se realiza
a -20°C. El cultivo primario de astrocitos se sedimenta en placas de
cultivo para inmunofluorescencia (100 pl). Para observar los nucleos
se utiliza tincién de cromatina (Hoechst 33348), las mitocondrias con
tincion de Mito Tracker Green (MTG) y muerte celular con tincion de

yoduro de propidio.
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3.4.1. Fundamento

El fundamento es el mismo que el descrito en el apartado
anterior. La diferencia con la inmunofluorescencia indirecta es que en

este caso se emplean dos anticuerpos.

3.4.2. Reactivos y materiales

Tampon fosfato salino pH 7.4 (PBS)

e FEtanol

e Tincion de cromatina (Hoechst 3348) (1mg/ml en DMSO)

¢ Tincion de mitocondrias (Mito Tracker Green MTG)

¢ Tincion de yoduro de propidio (1mg/ml en PBS)

e Puntas de pipetas estériles (Fisherbrand, Fisher scientific,
Madrid, Espafia)

e Micropipetas (GILSON, Francia)

e Microscopio Confocal Espectral Leica TCS SP2 (Leica

Microsystems)

Todos los reactivos para la inmunofluorescencia se han obtenido de

Sigma-Aldrich, Madrid, Espaia.

3.4.3. Procedimiento

e En placas de cultivo para inmunofluorescencia, lavar Ias
células con PBS y fijar los astrocitos con 70% de etanol en
PBS durante 1 hora a -20°C

e Lavar con PBS durante 10 minutos y afiadir ImL de PBS

e Afadir 5 pl de solucion de tincion de cromatina, 5 pl de

solucion de tincion de mitocondriay 5 pl de solucion de yoduro
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de propidio e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente y
oscuridad

e Lavar con PBS y observar al microscopio de fluorescencia

3.5. Preparacion de sustancias

Una vez determinada la pureza del cultivo, se procede a
preparar los compuestos que se afiaden tanto a las placas como frascos
de cultivos para los diferentes disefios experimentales y posteriores

ensayos.

3.5.1. Preparacion del péptido Ap

Se ha utilizado la proteina  amiloide fragmento 1-42 de
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). La preparacion se realiza segun el
protocolo descrito anteriormente (Vallés et al.,, 2008, 2010). En
resumen, el péptido AP se disuelve en 15 pl de DMSO vy se diluye con
agua bidestilada estéril hasta alcanzar la concentracion de 100 pM.
Esta dilucién se deja reposar durante 24 horas a temperatura de 37°C
para favorecer la formacion de oligdmeros y por tanto su toxicidad

(Vallés et al., 2008)

3.5.2. Preparacion de polifenoles: Genisteina y estradiol

Se han utilizado la genisteina y el B-estradiol de Sigma-
Aldrich (Madrid, Espafia). La preparacion se realiza segin el
protocolo descrito anteriormente. (Vallés et al., 2008, 2010). Tanto la
genisteina como el B-estradiol se disuelven en 10 pl de DMSO y se
diluyen con agua bidestilada estéril hasta alcanzar la concentracion de

100 kM.
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3.5.3. Preparacion del cannabinoide WIN 55, 212-2

Se ha utilizado el agonista sintético cannabinoide WIN 55,
212-2 de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). E1 Win se disuelve en 10
ul de DMSO y se diluye con agua bidestilada estéril hasta alcanzar la

concentracion de 100 uM.

3.6. Disefio experimental y tratamientos en cultivos primarios de

astrocitos

En experimentos previos se ha determinado que 5uM es la
minima concentracion a la que el péptido presenta toxicidad para los
astrocitos en cultivo primario (Vallés et al., 2008, 2010), por lo que
sera la concentracién utilizada en nuestros experimentos. Para
determinar la viabilidad de los astrocitos en cultivo primario tratados
con WIN 55, 212-2, se incubaron las células en presencia del péptido
ABi4 (5 uM) en ausencia (control) y en presencia de diferentes
concentraciones de WIN 55, 212-2 (1, 2, 5, 10 y 20 uM) durante 24
horas y posteriormente se realizd el ensayo MTT. Puesto que la
fraccion del péptido AP,.4 generada por la ruta no amiloidogénica de
procesamiento de APP esta presente en el cerebro sano, el grupo
control se realiza incubando los astrocitos en presencia de este

péptido.

La tabla 3 recoge los protocolos y grupos experimentales para
el estudio del efecto anti-inflamatorio de polifenoles y cannabinoides
sobre la inflamacion inducida por A4 in vitro. Tras el periodo de
incubacion establecido se determinaran las proteinas pro- y anti-

inflamatorias (electroforesis) y las citoquinas inflamatorias (ELISA).
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APBi-4z CAB)

GRUPO TRATAMIENTO TIEMPO
INCUBACION
Control (C) 5 uM de APaoa 24 horas
5 pbM de ABraz 24 horas

Genistema (G) +
AP 142 (GTAP)

0.5 uM de Genisteina +
5 puM de APBr-az

24 horas + 24

horas = 48 horas

Estradiol (E2)+

0.2 nM de Estradiol + 5

24 horas + 24

APi-4z phd de AB14z horas = 48 horas
(Ea+AR)
WIN 55, 212-2 10 pM de WIN 55, 24 horas
(Win) 212-2
WIN 55, 212-2 10 pM de WIN 35, 24 horas + 24
+ AB1-az 2122+ 5 pM de APBiaz horas = 48 horas
(Win-+AB)

Tabla 3. Protocolo y grupos experimentales

3.7. Estudio de viabilidad celular: ensayo MTT

La citotoxicidad de los polifenoles se ha realizado en estudios

previos en nuestro laboratorio (Vallés et al., 2008, 2010).

La determinacion de la citotoxicidad y viabilidad del agonista
cannabinoide WIN 55, 212-2 sobre el cultivo de astrocitos, se utiliza
el ensayo del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol
(MTT). El cultivo primario de astrocitos se sedimentd en placas de

cultivo de 96 pocillos (100 ul) y se someten a tratamiento con el
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péptido A4 en ausencia (control) y en presencia de Win (1, 2, 5, 10
y 20 pM) durante 24 horas. Los experimentos se realizan por
duplicado. Tras el tratamiento se hizo el ensayo de MTT. La minima
concentracion a la que se producen diferencias significativas de
viabilidad celular con el control fue de 10 uM, que sera la

concentracion de Win aplicada en los siguientes experimentos.

Para determinar el efecto de conjunto de Win y Af;.4, sobre la
viabilidad celular, en un segundo grupo de experimentos, se incubaron
los astrocitos en presencia de 5 UM de AP4o.; (control); en presencia
de 5 pM de AP,.4; (inflamacion); en presencia de Win (10 uM); y en
presencia de WIN 55, 212-2 (10 uM) y de ABi4 (5 uM). Los tres
primeros grupos se incubaron durante 24 h y el altimo grupo durante
48 horas (24 h con Win y otras 24 h con Win+Af). Los experimentos
se realizaron por duplicado. Tras el tratamiento se hizo el ensayo de

MTT.

3.7.1. Fundamento del ensayo MTT

Las sales de tetrazolio (MTT) son especialmente ttiles para
ensayos de cuantificacion de células viables porque la conversion de
las sales de tetrazolio (amarillo y soluble) a cristales de formazan
(purpura e insoluble) s6lo se puede producir por la actuacion de las

deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas.
A pesar de que el método MTT posee limitaciones debidas al

estado fisiologico de las células y a la varianza de la actividad

deshidrogenasa mitocondrial en diferentes tipos de células, es un
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método util para la determinacion de crecimiento celular y toxicidad

(Denizot y Lang., 1986; Carmichael et al., 1987).

3.7.2. Reactivos y materiales

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) libre de rojo
fenol

e Solucion MTT

e Dimetil sulfoxido (DMSO)

e Puntas de pipetas estériles (Fisherbrand, Fisher scientific,
Madrid, Espafia)

e  Micropipetas (GILSON, Francia)

e (Campana de flujo laminar vertical (Telstar AV-30-70)

e Espectrofotometro (Spectra Max PLUS 384)

Todos los reactivos para el ensayo del kit Cell Growth Determination

Kit MTT Based de Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia.

3.7.3. Procedimiento

e Extraer el medio de cultivo completo y cambiar por medio de
cultivo libre de rojo fenol (DMEM), 100 pl

e Afadir 10 pL de solucion MTT (concentracion final 0.2
mg/ml) a cada uno de los pocillos con su respectivo tratamiento e
incubar durante 4 horas a 37°C en estufa himeda de CO,/O,
(5%/95%)

e Retirar el medio de cultivo libre de rojo fenol con solucion

MTT y afiadir 100 pl de disolvente MTT o DMSO
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e Realizar la lectura por espectrofotometria con absorbancia a
A=560 nm

e Calcular la viabilidad celular en funcion de los valores de las
absorbancias. Los valores se expresan como porcentajes, los

valores de las muestras control (100% de células viables)

3.8. Extraccion y determinacion de proteinas totales: Método

Lowry

Previo a la realizaciéon del western blot, se determina la
cantidad de proteinas totales de la muestra mediante la extraccion (1)

y cuantificacion (2) por el método de Lowry (1951).

3.8.1. Fundamento para la extraccion de proteinas totales (1)

La extraccion de proteinas comienza con la lisis. Los métodos
mas utilizados se basan esencialmente en la homogenizacion de los
tejidos y la destrucciéon de los limites celulares por medio de
procedimientos fisicos y/o quimicos, obteniéndose un extracto crudo.
Los objetivos a lograr en esta etapa son maximizar la liberacion de las
proteinas de interés, evitando la degradacion térmica o las
alteraciones secundarias por oxidaciéon, protedlisis, etc. Se ha
desarrollado una amplia gama de técnicas de lisis celular por a)
métodos fisicos mecanicos: agitacion con abrasivos, homogeneizacion
a alta presion o extrusion por presion; b) métodos fisicos no
mecanicos: shock osmotico, ciclos de congelacion descongelacion,
sonicacion o secado; c¢) métodos quimicos: tratamiento con alcali,
solventes, detergentes, acidos o sustancias caotropicas. Tras la lisis se

separan y purifican los componentes celulares por centrifugacion.
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3.8.2. Reactivos y materiales

e Tampon de lisis (83 ml de Tris-clorhidirco [76, SmM] pH =

6,8, 2 g de dodecilsulfato sodico (SDS) y 10 ml de glicerol)

e Inhibidor de proteasas

e Ortovanadato

e Azul de bromofenol

e 2-B-mercaptoetanol

e Rascador de células

e Puntas de pipetas estériles (Fisherbrand, Fisher scientific,
Madrid, Espaiia)

e Micropipetas (GILSON, Francia)

e Tubos eppendorf

e Sonicador (B-Braun LABSONIC L, B.Braun Biotech

Internatioanl)

e (Calentador de bloque para tubos (BioCote, Stuart,

SBH200D/3)

e Congelador (Nevera Marca LG)

3.8.3. Procedimiento

e Colocar los frascos de cultivo en frio

e (Calcular el volumen final de tampdn de lisis para los frascos
de cultivo (500 pl para cada frasco de cultivo) y anadir

e Desprender las células con rascador, extraer el contenido del
frasco de cultivos, verter en un tubo eppendorf y poner en
frio.

e Sonicar el contenido del tubo eppendorf durante 10 segundos
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e (Calentar la muestra a 90°C durante 10 minutos

e (Centrifugar la muestra a 10000 g durante 10 minutos

e Extraer el sobrenadante de la muestra, verter en tubos
eppendorf nuevos y poner en frio. Extraer 10 pl de la muestra
y verter en nuevo tubo eppendorf para la posterior
cuantificacion de proteinas.

e Afadir al sobrenadante 2 pl de azul de bromofenol al 1% de
concentracion final y 2 pl de 2-B-mercaptoetanol al 0.5 % de
concentracion final y mezclar.

e Congelar la muestra. Cuando se necesite, calentar la muestra a

90°C durante 5 minutos.

3.8.4. Fundamento para la determinacion de proteinas totales (2)

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra
bioldgica es una técnica de rutina basica cuando se aborda un esquema
de purificacion de una proteina concreta, cuando se quiere conocer la
actividad especifica de una preparacion enzimatica, para el
diagnostico de enfermedades, asi como para otros muchos propositos.
La cantidad de proteinas en la muestra analizada puede estimarse por

diversos métodos.

Los ensayos colorimétricos (Bradford, Lowry y BCA) implican la
adicion de sustancias quimicas capaces de reaccionar con
determinados residuos aminoacidicos. El resultado de estas reacciones
es el cambio de color en la solucién que se cuantifica por medida de
absorbancia. Para determinar la concentracion de proteinas totales de
la muestra, la absorbancia se interpola a una curva de calibracion

construida utilizando una proteina estdndar (BSA) de concentracion
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conocida. En nuestros experimentos hemos utilizado el método de

Lowry.

3.8.5. Reactivos y materiales

e Tubos para laboratorio transparentes

e Albumina de suero bovina (BSA)

e Agua bidestilada estéril

e Puntas de pipetas estériles (Fisherbrand, Fisher scientific,
Madrid, Espatfia)

e Micropipetas (GILSON, Francia)

e Reactivo de Lowry

e Reactivo de Foling

e Espectrofotometro (Spectra Max PLUS 384)

3.8.6. Procedimiento

e Afadir 1 ml de agua bidestilada estéril al tubo rotulado
transparente (muestra y BSA)

e Afadir los 10 pl separados anteriormente de la extraccion de
proteinas

e Afadir 1 ml de reactivo Lowry a cada tubo y esperar durante
20 minutos

e Afadir 500 pl de reactivo de Folin a cada tubo y esperar
durante 30 minutos en oscuridad

e Medir por espectrofotometria a A=660 nm.
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3.8.7. Célculos

Para calcular la cantidad de proteina extraida de la muestra se
realizan los siguientes célculos. El valor que nos da hado en el
espectrofotometro de la muestra y se divide por el valor estandar del

BSA, y nos da la cantidad de proteina en la muestra en mg/ml.

Para cargar 20 pg de proteina de la muestra a emplear en
técnica electroforéticas de proteinas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida e inmunodeteccion, se divide 20 entre la cantidad de
proteina en la muestra en mg/ml y nos da la cantidad de pl a cargar en

el pocillo.

3.9. Determinacion de expresién proteica de marcadores pro y
anti-inflamatorios: Técnicas electroforéticas de determinacion de
proteina en geles desnaturalizantes de proliacrilamida (SDS-
PAGE) e inmunodeteccion (WESTERN-BLOT).

La realizacion del Western-blot consta de varios pasos:
preparacion de geles, electroforesis en gel desnaturalizante,
transferencia, bloqueo y lavado de proteinas, deteccion de proteinas y

analisis cuantitativo de proteinas.

3.9.1. Fundamento

El western-blot es una técnica analitica usada para
detectar proteinas especificas en una muestra determinada. Mediante
una electroforesis en gel se separan las proteinas atendiendo al criterio
que se desee: peso molecular, estructura, hidrofobicidad. La muestra

se transfiere a una membrana adsorbente (nitrocelulosa o de fluoruro
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de polivinilideno, PVDF) para detectar la proteina de interés
con anticuerpos especificos. Finalmente, se detecta la unién antigeno-
anticuerpo por actividad enzimatica o por fluorescencia. De esta forma
se puede estudiar la presencia de la proteina en la muestra y analizar
su cantidad relativa respecto a proteinas control (Towbin et a., 1979;

Renart et al., 1979).

3.9.2. Preparacién de los geles

Se usaron geles de 0.75mm de grosor con porcentajes de
acrilamida del 8 y 12.5% (en gel separador) segin el peso molecular
(kDa) de los fragmentos de proteinas a resolver. A mayor peso
molecular de la proteina de interés, menor porcentaje del gel
separador, y viceversa. El gel concentrador se prepara al 4%. La tabla

4 recoge la composicidon de ambos geles.
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Separador Concentrador
Reactivos
8 % (pI) 12.5 % (ul) 4% (pl)
Agua 4663.6 4010 Agua 1962
bidestilada bidestilada
Tris-HCL 1.3 M 2000 2000 Tris-HC1 0.5 750
pH8.8 MpHG6.8
Acrilamida 40% 11664 1823 Acrilamida 218
40%
SDS 10% 80 80 SDS 10 % 30
Amonio 80 80 Amonio 38
Persulfato Persulfato
(APS)
(APS)
TEMED 8 8 TEMED 4

Tabla 4. Composicion de los geles separador y concentrador (2 geles).

3.9.3. Reactivos y materiales

e Agua bidestilada

e Tris-HCI

e Acrilamida

e SDS

e Amonio persulfato (APS)

e TEMED

e C(ristales para geles (0.75 mm) (Bio-Rad)
e Fijadores para cristales (Bio-Rad)

e Peines para cristales de 0.75 mm (Bio-Rad)
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e Vasos de precipitado (80ml)

e Puntas de pipeta (Fisherbrand, Fisher scientific, Madrid,
Espana)

e Micropipetas (GILSON, Francia)

3.9.4. Procedimiento

e Limpiar cuidadosamente los cristales y fijarlos de la parte

inferior y laterales

e Hacer la prueba del agua, afadiendo 1 ml de agua bidestilada

entre los cristales para asegurarse de que no se sale y estan bien
fijos los cristales.

e Afadir las cantidades indicadas de la tabla 6 para la
preparacion de 2 geles separadores en vaso de precipitado,
teniendo en cuenta de afiadir por ultimo el TEMED y mezclar
bien.

e  Verter con micropipeta rdpidamente la mezcla anterior entre

los cristales, hasta 2/3 del cristal.

e  Dejar 1-2 horas para la gelificacion completa.

e Preparar la mezcla del gel concentrador, en vaso de

precipitados, teniendo en cuenta las cantidades indicadas en la
tabla 6 y afiadiendo por ultimo el TEMED

e Verter la soluciéon anterior y colocar los peines en la parte

superior del gel, dejar 1-3 hora para la gelificacion completa.

3.9.5. Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE)

Las proteinas de la muestra seran separadas mediante una

electroforesis en gel en funcion de uno o varios de estos
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criterios: punto isoeléctrico, peso moleculary carga eléctrica. La
naturaleza de la separacion depende del tratamiento de la muestra y de

la naturaleza del gel.

La electroforesis en gel mas frecuente, conocida como SDS-
PAGE, hace uso de gel de poliacrilamida y
de tampon con dodecilsulfato (SDS). En esta técnica las proteinas
sufren un tratamiento por agentes reductores que provocan la pérdida
de las estructuras secundaria y terciaria (por ejemplo, reduciendo
los puentes disulfuro (S-S) a grupos tiol (SH + SH) y mantiene los
polipéptidos en este estado desnaturalizado. De este modo, la
estructura tridimensional de las proteinas no influye en la

electroforesis, y pueden separarse unicamente en funcion del tamafio.

3.9.6. Reactivos y materiales

e Balanza de precision (Denver Instrument MXX-601)

e Vaso de precipitado (1 L)

o Tris

e Qlicina

e SDS

e Agua bidestilada

e Placa de agitacion (P-Selecta Agimatic-S)

e Agitadores magnéticos (Corning Stirrer PC-353. P-Selecta
Agilux)

e (Cubeta de electroforesis (Bio-Rad)

e Soporte para geles de electroforesis (Bio-Rad)

e Puntas de pipeta (Fisherbrand, Fisher scientific, Madrid,
Espaiia)
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e Micropipetas (GILSON, Francia)

e Marcador de peso molecular

e C(Calentador de bloque para tubos (BioCote, Stuart,
SBH200D/3)

e Muestras a cargar en el gel (20 pg de proteina)

e Fuente de corriente eléctrica (Biometra, Standard Power Pack

P25)

3.9.7. Procedimiento

e Una vez hechos los geles, quitar los peines de cada uno con
mucho cuidado para mantener los carriles de los pocillos

e Preparar el tampon de electroforesis afiadiendo las cantidades
indicadas de la tabla 5, mezclar bien en placa de agitacion y
posteriormente llevar a 0.5x

e Colocar los geles en el soporte para geles de electroforesis y
llenar la cubeta con tampon de electroforesis (0.5x) en el interior
y exterior de los geles

e Descongelar las muestras calentando a 90°C durante 5
minutos

e Cargar el marcador de peso molecular y las muestras en los
pocillos, cambiando las puntas de pipeta cada vez que se anade
una muestra

e Conectar la cubeta de electroforesis a fuente de corriente
eléctrica (90 — 150 V), y mantener hasta que las muestras alcanza
la parte inferior del gel. Retirar la corriente eléctrica y sacar el

soporte con los geles
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Reactivos Tampon de electroforesis (10x)
44
Trs0.25 M 10
Glicma 2 M 144
SDS 1% 10

Tabla 5. Composicion del tampon de electroforesis. Disolver en 1 L

de agua, no ajustar pH

Composicion del tampon de electroforesis. Disolver en 1 L de agua,

no ajustar pH

3.9.8. Transferencia

Una vez separadas las muestras en el gel, las muestras se
transfieren a una membrana de nitrocelulosa para la deteccion de
proteinas. En método se basa en aplicar una corriente eléctrica para
transferir las proteinas desde el gel a la membrana. Para ello, se apilan
en el orden descrito los siguientes elementos (del polo negativo
o catodo al positivo o anodo): esponja, papeles de filtro empapados en
tampén de transferencia, gel, membrana, papeles de filtro empapados
en tampdén de transferencia y  esponja. Este montaje, llamado
coloquialmente sandwich, se dispone en el sistema de transferencia y
se aplica una corriente eléctrica, de magnitud acorde a los materiales
empleados. Las proteinas del gel se desplazan hacia el polo positivo y

quedan atrapadas por la membrana.
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3.9.10.

Reactivos y materiales

Balanza de precision (Denver Instrument MXX-601)
Vaso de precipitados (1 L)

Tris

Glicina

Metanol

Agua bidestilada

Placa de agitacion (P-Selecta Agimatic-S)

Agitadores magnéticos (Corning Stirrer PC-353. P-Selecta

Agilux)

Cubeta de transferencia (Bio-Rad)

Puntas de pipeta (Fisherbrand, Fisher scientific, Madrid,

Espana)

Micropipetas (GILSON, Francia)

Papel de filtro para western-blot (Thermoscientific)
Membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare Life Science)
Almohadillas de esponjas

Unidad de transferencia (Bio-Rad)

Fuente de corriente eléctrica (Biometra, Standard Power Pack

P25)

3.9.11.

Procedimiento

Preparar el tampon de transferencia afiadiendo las cantidades

indicadas de la tabla 6, mezclar bien en placa de agitacion
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e Cortar la membrana de nitrocelulosa a la medida del gel
(aprox. 8.5 x 5.5 cm), cortar 2 papeles de filtro del mismo
tamafio

e Despegar el gel de los cristales

e Colocar todos los componentes en la unidad de transferencia,
de la siguiente manera:

Negro/almohadilla de esponja/papel de
filtro/gel/membrana de nitrocelulosa/papel de
filtro/almohadilla de esponja/blanco

e Cerrar la unidad de transferencia y colocar en la cubeta de

transferencia

e Llenar la cubeta con el tampon de transferencia

e Conectar la cubeta a la fuente de corriente eléctrica (100 V)

durante 1 hora a 4°C, para ello se ubica la cubeta dentro de otra

cubeta de hielo

e Sacar la unidad de transferencia

Reactivos Tampon de transferencia
4
Tris 25 mM 103
Glicina 192 mM 144
Metanol 20% viv 100

Tabla 6. Composicion del tampon de transferencia. Disolver en 1 L

de agua, no ajustar pH
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Composicion del tampon de transferencia. Disolver en 1 L de agua, no

ajustar pH

3.9.12. Bloqueo y lavado de proteinas

Puesto que la membrana escogida necesita poder unirse
proteinas de forma inespecifica, es preciso bloquear los lugares de
union que han quedado libres tras la transferencia. En caso contrario,
el anticuerpo (de naturaleza proteica) empleado en la deteccion puede
unirse a ellos, dificultando la distincion del complejo antigeno-

antigeno que se forma con la proteina que se busca.

Para el bloqueo se incuba la membrana con leche en polvo al
5% y Tween-20. Las proteinas en solucion se uniran a todos aquellos
lugares de unioén de la membrana que no estén ya ocupados por las
proteinas transferidas desde el gel. De este modo, el anticuerpo so6lo
podra unirse a su antigeno especifico, reduciendo asi el ruido de fondo
y los falsos positivos. El lavado se realiza incubando con tampén de
lavado (TBS-T, Tabla 7) durante 10 minutos en agitacion. Esta

operacion se repite tres veces consecutivas.

3.9.13. Reactivos y materiales

o Tris

e NaCl

e Agua bidestilada

e Tween-20

e Leche en polvo desnatada

e Vaso de precipitado (1 L)

e Balancin de agitacion (BioCote, Stuart, SSL4)
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Reactivos TBS (10x)
®
Tris 242
NaCl 80

Tabla 7. Composicion de la solucion madre para el tampoén de lavado.
Disolver en 1 L de agua, ajustar pH 7.6. Para preparar 1 L de TBS-T
(TSB-Tween-20), afiadir TBS al 1x (100 ml), completar con agua
bidestilada (900 ml) y afiadir 1 ml de Tween-20 y mezclar bien

Composicién de la solucion madre para el tampdn de lavado. Disolver
en 1 L de agua, ajustar pH 7.6. Para preparar 1 L de TBS-T (TSB-
Tween-20), afiadir TBS al 1x (100 ml), completar con agua bidestilada
(900 ml) y anadir 1 ml de Tween-20 y mezclar bien

3.9.14. Procedimiento

e Preparar leche al 5% en TBS-T

e Colocar la membrana en un recipiente y llenar con la mezcla
anterior (aprox. 20 ml)

e Colocar el recipiente en la balanza de agitacion constante de
30 minutos a 1 hora

e Lavar la membrana con TBS-T 3 veces durante 10 minutos

cada lavado, para eliminar el exceso de leche.
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3.9.15. Deteccidn de proteinas

En la deteccion se comprueba la presencia en la membrana de
una determinada proteina. Para ello se emplea
un anticuerpo especifico contra ella unido a enzima que, en presencia
de su sustrato, catalice una reaccion colorimétrica. De esta forma, se
hace patente la union con el antigeno, la proteina, asi como su
localizacion. La deteccion se realiza en dos pasos, la union

del anticuerpo primario y la del anticuerpo secundario.

Tras el bloqueo y lavado, la membrana se incuba en agitacion
constante con una disolucion de anticuerpo primario (1:200 o 1:500 o
1:1000). Durante 12 h. Tras lavar la membrana para eliminar el
anticuerpo primario que no se ha unido, se incuba con el anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa del rabano (HRP). Varios de estos
anticuerpos se uniran a cada anticuerpo primario, amplificando la
sefial. La peroxidasa, cataliza la oxidaciéon del luminol en presencia
de peroxido de hidrogeno. Si se coloca una pelicula fotografica sobre
la membrana, la exposicion a la luz que se desprende en la reaccion

permite detectar la actividad enzimatica (Figura 6).
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0
NH
+HO
NH et
o .
/ hv
Anticuerpo N\ o =428 nm
2~ primario N/
O JHO+N
N . NH, O
o S Reaccion
ntlcuefpo Ssecunaario qUimiOIUminiscente
= unido a HRP
Antigeno

Figura 6. Deteccion de proteinas por quimioluminiscencia.

3.9.16. Preparacion e incubacion de anticuerpos

Se pueden emplear tanto anticuerpos primarios monoclonales
como policlonales. El primer paso en la produccion de ambos
anticuerpos, es la inyeccion de un antigeno en un animal para
provocar una respuesta inmune, los anticuerpos policlonales se
obtienen directamente a partir del suero del animal, cominmente
ratén, conejo o cabra y son finalmente purificados y probados. Los
anticuerpos policlonales reconocen multiples epitopos del antigeno,
mientras que los monoclonales reconocen un Unico epitopo de la
proteina. Para la sintesis del anticuerpo monoclonal, las células que se
sintetizan anticuerpo se aislan del bazo del animal y se fusionan con
células del mieloma. Los hibridomas resultantes secretan anticuerpos

al medio de cultivo, el cual se analizan y se determina la afinidad del
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antigeno. Los hibridomas mas estables se seleccionan y pueden ser

cultivados indefinidamente.

La especie animal del anticuerpo primario dicta la eleccion del
anticuerpo secundario. Si el anticuerpo primario es de conejo, el
anticuerpo secundario debe ser anti-conejo, es decir, debe ser
producido en otra especie animal distinta al conejo. Para anticuerpos
monoclonales se debe considerar la clase de inmunoglobulina (IgG,

IgM, IgA, IgD, IgE).

Tanto el anticuerpo primario como secundario se diluyen en
tampén de bloqueo (TBS-T). El fabricante puede recomendar una
cantidad inicial, pero a menudo la concentracion oOptima del
anticuerpo debe determinarse empiricamente. La afinidad del
anticuerpo, la cantidad de proteina en la muestra y la sensibilidad del

sistema de deteccion afecta la cantidad del anticuerpo a emplear.

3.9.17. Reactivos y materiales

e Leche desnatada al 2% en TBS-T
e Anticuerpo primario y secundario

e TBS-T

Segun dilucion (1:200 o 1:500 o 1:1000) y el volumen final que se
quiere preparar de anticuerpo se realiza el respectivo calculo. Si se
quiere preparar un anticuerpo con disolucion 1:200, la proporcion es,
por cada 200 pul de leche desnatada al 2% en TBS-T se afiade 1 pl del

anticuerpo.
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Se ha utilizado como anticuerpo primario para determinar
marcadores antiinflamatorios, el anticuerpo monoclonal anti-
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (anti-PPARY)
(1:250). Para la determinacion de marcadores proinflamatorios se han
utilizado los anticuerpos monoclonales anti-ciclooxigenasa 2 (anti-
COX-2) (1:250) y anti-inducible 6xido nitrico sintasa (anti-iNOS)
(1:200). Para la determinacion de marcadores antioxidantes se han
utilizado el anticuerpo monoclonal anti-SOD Cu/Zn (anti- SOD
Cu/Zn) (1:1000) y anti-inducible 6xido nitrico sintasa (anti-iNOS)
(1:200).Como control de la carga de proteinas se ha utilizado el
anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (anti-o-tubulina) (1: 1000). El
anticuerpo secundario ha sido producido en cabra anti-IgG de ratéon, H
y L, cadena especifico conjugado de peroxidasa (HRP). Todos los

anticuerpos de han obtenido de Sigma-Aldrich (Madrid, Espaia).

3.9.18. Procedimiento

e Preparar el anticuerpo primario monoclonal de la proteina que
se desea visualizar, diluido segun las indicaciones del fabricante

e Afadir el anticuerpo primario preparado (aprox. 15 ml) en el
recipiente donde se encuentra la membrana e incubar durante 1
hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C (camara fria)
en balanza de agitacioén constante

e Lavar la membrana con TBS-T, 3 lavados de 10 minutos cada
lavado

e Preparar el anticuerpo secundario, diluido segin las

indicaciones del fabricante
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e Aifadir el anticuerpo secundario preparado (aprox. 15 ml) en
el recipiente donde se encuentra la membrana e incubar durante 1
hora a temperatura ambiente en balanza de agitacion constante

e Lavar la membrana con TBS-T, 3 lavados de 10 minutos cada

lavado

3.9.19. Analisis cuantitativo de proteinas

Tras el lavado, se procede a la deteccion por
quimioluminiscencia. La luz emitida es captada por una camara CCD
que toma una imagen digital del Western blot. Se analiza la imagen
por densitometria para evaluar la cantidad relativa de mancha y
cuantificar el resultado en términos de densidad Optica mediante el

software ImageQuant 5.2. (Figura 2).

3.9.20. Reactivos y materiales

Placa de revelado

Kit ECL Western Blotting Substrate (Thermoscientific)

Sistema capturador de imégnes ImageQuant LAS 4000 (GE
Healthcare Life Science)
e Software de cuantificacion ImageQuant 5.2 (GE Healthcare

Life Science)

3.9.21. Procedimiento

e Colocar la membrana en la placa de revelado
e Aifadir 1 ml de solucion luminiscente por membrana (ECL

Western Blotting Substrate (Peroxide Solution/Luminol
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Enhahcer Solution, proporcion 1:1) y dejar durante 1-5
minutos y cubrir

e Colocar la placa dentro del sistema capturador de imagenes y
revelar

e Analizar la imagen (bandas) y cuantificar por densitometria
(ImageQuant 5.2) seleccionando la banda especifica de la

proteina de interés

Figura 7. Procedimiento de analisis de resultados.

3.9.22. Calculos

Una vez obtenido los valores densitométricos de las bandas, se
divide el valor de la proteina especifica por su respectiva proteina

control (a-tubulina).

81



Material y Métodos

3.10. Determinacidn de citoquinas pro-inflamatorias: Ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

3.10.1. Fundamento

El inmunoensayo se utiliza para la detecciéon de antigenos en
una muestra. Se basa en el uso de anticuerpos marcados con un
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes
(antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado
sobre un soporte inmunoabsorbente, la reaccion antigeno-anticuerpo
quedara inmovilizada lo que facilita su revelado mediante la adicion
de un substrato especifico que al actuar el enzima producira un color
observable vy cuantificable mediante espectrofotometria o
colorimetria. Existen varios tipos de ELISAS: directo, indirecto y
sandwich. En el método directo o no competitivo las muestras
problema se incuban con un anticuerpo marcado mientras que en el
indirecto o competitivo, el sistema de deteccion emplea dos
anticuerpos uno primario contra el antigeno y uno secundario marcado

contra el primario por lo que es mas sensible.

En el de tipo sadndwich, el antigeno se unira unido a un
anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al
menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y
sensibilidad debido a la amplificacion de sefial que permite el segundo
anticuerpo. Cualquiera de los métodos utilizados necesita de controles

positivos y negativos.
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El ensayo consta de cuatro fases. En la primera, el complejo
antigeno-anticuerpo se conjuga con un enzima (peroxidasa o fosfatasa
alcalina). Este complejo se une, en una segunda fase a los pocillos de
la placa de cultivo formando capas de inmuno-complejos que seran
detectados por métodos directos, indirecto o tipo sandwich (tercera
fase). Tras un periodo de incubacidon, la reaccion se detiene y el
ensayo acaba con el revelado de la reaccion enzimatica por

espectrofotometria.

En nuestros experimentos hemos utilizado ELISA indirecto
comerciales para la deteccion de TNF-a y de IL-1B (Pierce

Biotechnology Inc, Rockford, USA).

3.10.2. Reactivos y materiales

3.10.2.1. Rat TNF-a ELISA Kit

e Placa de 96 pocillos pre-recubierto con anti-rata-TNF-a
o Liofilizado recombinante estandar de rata-TNF-a

e Diluyente estandar

e Tampon de pre-tratamiento

e Reactivo de anticuerpo biotinilado

e Reactivo de estreptavidina-HRP

e Solucién de sustrato TMB

e Tampon de lavado

e Solucién de finalizacion

o Cubre de placa adhesiva

e Muestras
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3.10.2.2. Rat IL-1p ELISA Kit

e Placa de 96 pocillos pre-recubierto con anti-rata- IL-1
e Liofilizado recombinante estandar de rata- IL-1f3

¢ Diluyente estandar

e Tampon de pre-tratamiento

e Reactivo de anticuerpo biotinilado

e Reactivo de estreptavidina-HRP

e Solucién de sustrato TMB

e Tampon de lavado

e Solucién de finalizacion

e Cubre de placa adhesiva

e Muestras

Los reactivos y las muestras deben estar a temperatura ambiente (20-

25°C) antes de usar.

3.10.3. Procedimiento

e Preparar las diluciones para la curva estandar (Figura 8)

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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2500pg/ml 833pg/ml  278pg/ml  S3pg/ml  3tpg/ml  Opg/ml

Figura 8. Preparacion de la curva estandar.
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e Afiadir 50 pl de tampon de pre-tratamiento a cada uno de los
pocillos a emplear

e Afadir 50 pl de las diluciones estandar y de las muestras en
los pocillos por duplicado, cubrir la placa con el adhesivo e
incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

e Lavar 3 veces los pocillos con tampon de lavado (1x)

e Afiadir 50 pl del reactivo de anticuerpo biotinilado a cada uno
de los pocillos, cubrir la placa con el adhesivo e incubar a
temperatura ambiente durante 1 hora

e Lavar 3 veces los pocillos con tampon de lavado (1x)

e Afiadir 100 pl del reactivo de estreptavidina-HRP a cada uno
de los pocillo, cubrir la placa con el adhesivo e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos

e Lavar 3 veces los pocillos con tampdn de lavado (1x)

e Afadir 100 pl de la solucion de sustrato TMB a cada uno de
los pocillo, guardar en oscuridad la placa a temperatura ambiente
durante 10 minutos

e Finalizar la reaccion afiadiendo 100 pl de la solucién de
finalizacion a cada uno de los pocillos

e Medir la absorbancia en espectrofotometro a A=450 nm

3.10.4. Calculos

Los resultados se calcularan interpolando la absorbancia de las

muestras en una recta patréon construida a partir de los valores de la

curva estandar, o bien sustituyendo los valores de absorbancia en la

ecuacion de la recta patron.
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3.11. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo

Para valorar la capacidad de produccion de estrés oxidativo, se
han determinado los valores de GSSG por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC); GSH por método enzimatico (Asensi y cols.,
1994). El cociente GSSG/GSH es un buen indicador de estrés

oxidativo de tejidos en distintas condiciones fisiopatoldgicas.

Ademas, se ha determinado la expresién proteica de SOD
Cu/Zn como marcador antioxidante para valorar la capacidad
antioxidante del tratamiento con cannabinoides. La determinacién se
ha realizado mediante la técnica de inmunodeteccion (Western-blot)
descrita anteriormente. Se ha utilizado el anticuerpo monoclonal anti-
SOD Cu/Zn (anti- SOD Cu/Zn) (1:1000) como anticuerpo primario y
el anticuerpo secundario ha sido producido en cabra anti-IgG de raton,

H y L, cadena especifico conjugado de peroxidasa (HRP).

3.12. Determinacion de GSH en cultivo primario de astrocitos

3.12.1. Fundamento

Se ha seguido el método descrito por Brigelius y cols. (1983),
modificado posteriormente por Asensi y cols. (1994). Se basa en el
seguimiento espectrofotométrico de la conjugacion del GSH con el
cloro-2,4-dinitrobenceno. Esta reaccion esta catalizada por la glutation
S-transferasa. El aducto formado (2,4-dinitrofenil-S-glutation)
presenta un maximo de absorcion a 340 nm. El sobrenadante libre de

proteinas se utilizo para la determinacion del GSH.
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3.12.2. Reactivos y materiales

e Tampoén fosfato sodico 0.5 M, acido etilen diamino tetracético

(EDTA) 1mM, pH 7.
e Acido tricloroacético (TCA) al 19 %, EDTA 1.25 mM.

e Cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) 10 mM, disuelto en etanol
al 100 %.

e Glutation-S-Transferasa. Se prepara una solucion de 500
U/ml en tampon fosfato soédico 0.1M, EDTA 1 mM, pH 7.4.
Esta solucion se dializa durante 6 horas en tampon fosfato
cambiando el tampon de dialisis cada 2 horas. Una vez

preparada la solucion se conserva a -20°C hasta su utilizacion.

e Espectrofotometro (Spectra Max PLUS 384)

Todos los reactivos para el ensayo obtenidos de Sigma-Aldrich,

Madrid, Espana.
3.12.3. Procedimiento

¢ En una microcubeta afadir: 825 pl de fosfato potédsico 0.5 M,
EDTA 1 mM, pH 7, 25 pl del sobrenadante de la muestray 10 pl

de la solucion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno.

e Medir por espectrofotometria a 340 nm y se registra hasta que

se obtenga una linea de base estable.
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e Una vez obtenida la linea de base estable, la reaccion se
dispara con 10 ul de la solucion de glutation S-transferasa y se
registra la variacion de la absorbancia a 340 nm hasta el final de

la reaccion.
3.12.4. Calculos

Para calcular los concentracion de GSH se utilizo el
coeficiente de absorcion molar del 2,4-dinitrofenil-S-glutation a 340
-1 -1
nm((e=9.6mM ~cm ).
3.13. Determinacion de GSSG en cultivo primario de astrocitos

3.13.1. Fundamento

Para la determinacion de GSSG, se ha seguido el método descrito por
Asensi y cols. (1994). Se basa en la separacion por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) en fase reversa de los dinitrobenceno
derivados y posterior deteccion a 365 nm. Para evitar la autooxidacion
del glutation reducido (GSH) se bloquean los grupos tidlicos con N-
etilmaleimida (NEM). El sobrenadante libre de proteinas se utilizo

para la determinacion del GSSG.
3.13.2. Reactivos y materiales

e Acido perclérico (PCA) 12 %, BPDS 2 mM, NEM 40 mM.

e Acido perclérico (PCA) 6 %, BPDS 1 mM, NEM 20 mM.
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e y-glutamilglutamato 1 mM en PCA 0.3 %. Es el patron interno
y debe estar calibrada previamente respecto a concentraciones

conocidas de GSSG.

e KOH 3 M, 4cido 3-(N-morfolino) propensulfonico (MOPS)
0.3 M.

e 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno al 1 % en etanol absoluto.

e Eluyente A: Es una solucion de metanol al 80 %.

e FEluyente B: Es una solucién de acetato sédico 0.5 M en
metanol al 64%. Se parte de una solucion acético/acetato que se
prepara de la siguiente forma: se pesan 272 g de acetato sodico
trihidratado y se afiaden 122 ml. de agua y 372 ml. de 4cido
acético glacial. Se agita hasta completa disolucion. El eluyente B
estd formado por un 80 % del eluyente A y un 20 % de la

soluciodn acético/acetato.

3.13.3. Procedimiento

3.13.3.1. Derivatizacion

e A 0.2 ml del sobrenadante, afiadir 20 pl de la solucion de -
glutamilglutamato, posteriormente afiadir 5 pl del indicador

universal y llevar a pH 8-9 con KOH 3M MOPS 0.3M.

e Centrifugar a 15.000 g durante 5 minutos y 4°C.

e Tomar 25 ul del sobrenadante y se pasan a un tubo pequefio

de vidrio que contiene 50 pl de la solucion de

89



Material y Métodos

fluorodinitrobenceno al 1 % en etanol e incubar durante 45

minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

e Una vez finalizada la incubacién, se deseca a vacio hasta 70
miliTorr. Llegado a este punto las muestras son estables a -20
°C durante varias semanas. Antes de inyectar en el
cromatografo el precipitado resuspender en 50 pl de eluyente

A.

3.14. Técnica cromatogréfica

3.14.1. Fase movil

Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1
ml/minuto. La elucion del GSSG se realiza en gradiente: la fase movil
se mantiene durante unos 5 minutos a un 80% del eluyente A y 20%
del eluyente B. Posteriormente se lleva linealmente a 1% de Ay 99%
de B durante unos 15 minutos. En estas condiciones se mantiene
durante unos 5-10 minutos, hasta que se eluya el Gltimo compuesto (el
GSSG). Posteriormente se recupera la columna a las condiciones

iniciales durante unos 15 minutos.

3.14.2. Fase estacionaria

Se utiliza una columna Spherisorb aminada. Las dimensiones
de la columna son de 20 x 0.46 cm. El tamafio de particula de relleno

esde 5 um.
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3.15. Deteccién

La deteccion de los dinitrofenil derivados se realiza en el

ultravioleta visible a 365 nm.

3.16. Calculos.

El calculo de la concentracién de glutation oxidado en la
muestra biologica se realiz6 en funcion de la calibracion de soluciones
conocidas de glutation oxidado respecto al patron interno, (y-glutamil

glutamato).

3.17. Métodos estadisticos

Todos los resultados se expresan como media + desviacion
estandar. Para el analisis estadistico se ha utilizado el programa
Graph Pad Prism 5. La comparacion entre muestras se realizo
mediante un analisis de varianza (ANOVA). La hipoétesis nula fue
aceptada para todos los valores de los conjuntos en la que F no fue
significativa en el nivel de p < 0.05. En segundo lugar, los grupos de
datos en los que la que F fue significativa fueron examinados por un t-

test modificado con p < 0.05 como el limite critico.
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IV. RESULTADOS

4.1 Citotoxicidad celular del péptido AB

La determinacién de la citotoxicidad, definida como la
minima concentracion de sustancia que es toxica para el cultivo de
astrocitos, se realiza mediante el ensayo de MTT. En experimentos
previos en nuestro laboratorio se ha determinado que el péptido
A4 presenta citotoxicidad a partir de una concentracién de 5 pM
por lo que esta sera la concentracion utilizada en nuestros
experimentos para inducir los efectos adversos del péptido

ABi_4 (Vallés et al., 2008; 2010).

4.2 Efectos del péptido AP en cultivo primario de astrocitos

Los efectos del péptido AP sobre cultivos primarios de
astrocitos se han determinado por inmunofluorescencia. La figura 9A
recoge la imagen de astrocitos tratados con APy, utilizado como
control. El primer panel corresponde a la tincion de las mitocondrias
con Mito Tracker (color verde); la del segundo panel a la tincion de
los nucleos con Hoechst (color azul) y el tercer panel corresponde a la
superposicion de las dos tinciones. La figura 9B corresponde a las
mismas tinciones cuando los astrocitos son tratados con AP;4,. La
incubacion de los astrocitos durante 24 h con 5 uM AP,_4,, produce un
incremento en el nimero de mitocondrias que sugiere una alteracion
en la dindmica mitocondrial, compatible con un incremento del estrés
oxidativo (Yan et al., 2013) y un aumento en la produccion de

citoquinas inflamatorias y especies reactivas de oxigeno (Mrak y
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Griffin., 2005). La figura 10 corresponde al cultivo de astrocitos en las
mismas condiciones que las descritas anteriormente. El primer panel
corresponde a la tincion del ntcleo con Hoechst (azul) y el segundo a
la tincién con yoduro de propidio (rojo) como indicativo de muerte
celular. La incubacion con Af;4, aumenta la muerte celular (Wyss-
Coray y Muckie, 2002), resultados que son consistentes con el

aumento de estrés oxidativo.
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Figura 9. Microfotografia de astrocitos incubados 24 h con 5 uM
APB40-1 (A); 5 uM AB1-42 (B). El primer panel corresponde a la
tinciéon de mitocondrias con Mito Tracker Green (verde), el segundo
panel a la tincion de los nucleos marcados con Hoechst (azul) y el

tercer panel a la superposicion de ambos. Barra de escala 8um.
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Figura 10. Microfotografia de astrocitos incubados 24 h con 5 uM
AP40-1 (A); 5 uM AP1-42 (B). El primer panel corresponde a la
tincion de los nticleos marcados con Hoechst (azul) y el segundo a la

tincion con yoduro de propidio (rojo). Barra de escala Sum.
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Polifenoles

4.3 Viabilidad celular

La determinacion de la viabilidad celular, definida como el %
de células vivas tras un tratamiento determinado, se realiza mediante
el ensayo de MTT. En experimentos previos se ha determinado que la
concentracion fisiolégica minima de estradiol que produce una mayor
viabilidad celular en células MCF-7 es de 0.2 nM; mientras que la
concentraciéon minima nutricional de genisteina es de 0.5 uM (Borras
et al., 2005; 2006). Estas son las concentraciones de polifenoles a las
que se produce una mayor vialidad celular en neuronas (Vallés et al.,
2008) y por consiguiente van a ser las concentraciones utilizadas para
estudiar los efectos de los polifenoles en cultivo primario de

astrocitos.

El tratamiento con AP;4 produce una disminucion
significativa (alrededor del 50%) de la viabilidad de astrocitos en
cultivo primario respecto al control (Figura 11). El pre-tratamiento
con polifenoles incrementa significativamente la viabilidad celular del
cultivo. Estos resultados indican que la pre-incubacion durante 24 h ya
sea de genisteina o estradiol antes a la adicion del toxico A4
protege a estas células de la muerte celular inducida por el péptido

toxico AP;.4. No hay diferencias entre genisteina y estradiol.
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Figura 11. Porcentaje de viabilidad celular de astrocitos incubados 24
h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AB), 0.5uM
Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol + 5 uM AB1-42
(E2+Ap). Tanto genisteina como estradiol se afadieron 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico AP, que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de 4
experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05) y vs AR (#p <0,05).
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4.4 Citoquinas pro-inflamatorias. Efecto de los polifenoles

Para valorar los efectos anti-inflamatorios de los polifenoles
se incubaron los astrocitos durante 24 h en ausencia (control); en
presencia de APy4 (5 uM); 0.5 uM de genisteina y 0.2 nM de
estradiol. Transcurridas las 24 h de incubacion, a los cultivos
incubados con polifenoles se les afiade el péptido AP;.4 y tras 24 h de
incubacion se midi6 la liberacion de IL-1p y TNF-a por
inmunoensayo enzimatico (ELISA). El tratamiento con una dosis
unica de AP (5 uM) durante 24 h aumenta 4,5 veces la secrecion de
IL-1B (105 + 74 vs 478 + 127 pg/ml; p<0.05, Figura 12) y 2,3 veces
los niveles de TNF-a (250 + 87 vs 570 £ 115 pg/ml; p<0.05, Figura
13) con respecto a los valores control. El tratamiento con genisteina o
estradiol revierte el incremento de IL-1B y TNF-a inducido por el
péptido AP (105 £ 76 pg/ml y 108 + 74 pg/ml; p<0.05; 265 + 73
pg/ml y 252 £+ 75 pg/ml; p<0.05) respectivamente (Figuras 12y 13) y
devuelve los valores de IL-1p a los valores control (Figura 12). Estos
resultados implican que en cultivo primario de astrocitos, la presencia
del péptido A4 induce un aumento de los niveles de sustancias pro-
inflamatorias. El tratamiento con polifenoles protege los astrocitos del
aumento de IL-1p y TNF-a inducido por el péptido APi4. No hay

diferencias entre genisteina y estradiol.
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Figura 12. Niveles de IL-1B en cultivo primario de astrocitos
incubados con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AB), 0.5uM
Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol + 5 uM AB1-42
(E2+Ap). Tanto genisteina como estradiol se afiadieron 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico AP, que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de 4
experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05) y vs AR (#p <0,05).
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Figura 13. Niveles de TNF-a en cultivo primario de astrocitos
incubados con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AB), 0.5uM
Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2 nM Estradiol + 5 uM AP1-
42 (E2+Ap). Tanto genisteina como estradiol se afiadieron 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico AP;4 que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de 4
experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05) y vs AP (#p <0,05).
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4.5 Proteinas pro- y anti- inflamatorias. Efecto de los polifenoles

Para valorar si el tratamiento con el péptido A4, induce
cambios en la COX-2 y en la iNOS, se midio6 la expresion proteica de
estos enzimas en cultivo primario de astrocitos, usando la técnica de
Western-blot. La incubacion con A4 durante 24 h produjo un
aumento significativo (alrededor de 10 veces) en la expresion proteica
de COX-2 (Figura 14) e iNOS (Figura 15). La proteina GFAP se
utiliza como control de la cantidad de proteina total de la muestra ya
que su expresion proteica no varia con los tratamientos. El pre-
tratamiento de los astrocitos durante 24 h con 0.2 nM de estradiol o
0.5 uM de genisteina, disminuye el incremento de la expresion
proteica de COX-2 e iNOS inducida por AP.4,, lo que sugiere que
estos compuestos pueden proteger a las células contra estos

mediadores inflamatorios.

La regulacion de la expresion de genes anti-inflamatorios es
compleja y puede ser regulada por los miembros de la superfamilia de
receptores nucleares, los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARs). Para valorar la influencia del péptido A4
sobre la expresion de proteinas antiinflamatorias, se han incubado
astrocitos en ausencia y en presencia del péptido B-amiloide. AB;4, no
modifica la expresion proteica de la proteina anti-inflamatoria PPAR-
y. Para estudiar los efectos de los polifenoles sobre PPAR-y se
incubaron cultivos de astrocitos en presencia de genisteina (0.5 uM) o
estradiol (0.2 nM). Posteriormente se les afiade el péptido AR

durante 24 h mas.
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Figura 14. Expresion proteica de COX-2 en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 0.5uM Genisteina + 5 pM AB1-42 (G+AB) y 0.2nM
Estradiol + 5 uM AB1-42 (E2+Ap). Tanto genisteina como estradiol
se afiadieron 24 h previamente a la adicion del péptido toxico A4
que se incub6 durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S.
de 4 experimentos independientes. Diferencias significativas vs

control (* p<0,05)y vs AB (# p <0,05).
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Figura 15. Expresion proteica de iNOS en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 puM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 0.5uM Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol
+ 5 uM AP1-42 (E2+AB). Tanto genisteina como estradiol se
anadieron 24 h previamente a la adicion del péptido toxico AP, que
se incubd durante 24 h mas. Cada valor representa la media = D.S. de
4 experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (*

p<0,05) yvs Ap (#p <0,05).
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La figura 16 muestra los resultados de la expresion proteica de
PPAR-y en cultivo primario de astrocitos. El pre-tratamiento durante
24 h con estradiol o genisteina, incrementan significativamente la
expresion proteica de PPAR-y. La respuesta es similar entre genisteina

y estradiol.
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Figura 16. Expresion proteica de PPAR-y en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AP1-
42 (AB), 0.5uM Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol
+ 5 uM AP1-42 (E2+Ap). Tanto genisteina como estradiol se
afiadieron 24 h previamente a la adicion del péptido toxico A4, que
se incubod durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de
4 experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (*

p <0,05) yvs A (# p <0,05).
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4.6 Estrés oxidativo: Cociente GSSG/GSH. Efecto de los

polifenoles

Los valores de glutation reducido (GSH) y de glutation
oxidado se determinan por HPLC. La incubacién con A4, durante
24 en ausencia y en presencia de los polifenoles genisteina y estradiol,
no modifica los niveles de GSH (Figura 17) mientras que la
incubacion con Af;.4, durante el mismo tiempo, produjo un aumento
en los niveles de GSSG que disminuyen en presencia de genisteina y
estradiol (Figura 18). El cociente GSSG/GSH indicativo de estrés
oxidativo aumenta en presencia de A4 (alrededor de 3 veces)
respecto al control (Figura 19). Estos resultados indican que A4
altera el glutation como mecanismo de defensa antioxidante. El pre-
tratamiento de los astrocitos durante 24 h con 0.2 nM de estradiol o
0.5 pM de genisteina, disminuye el incremento del cociente
GSSG/GSH inducido por ABi.4,, lo que sugiere un efecto protector de

los polifenoles ante el estrés oxidativo.
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Figura 17. Valores de GSH en cultivo primario de astrocitos
incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AP),
0.5uM Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol + 5 uM
AB1-42 (E2+AP). Tanto genisteina como estradiol se afiadieron 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico APi4, que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de 4
experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05)y vs AB (# p <0,05).
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Figura 18. Valores de GSSG en cultivo primario de astrocitos
incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AP),
0.5uM Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol + 5 uM
AB1-42 (E2+AP). Tanto genisteina como estradiol se afiadieron 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico APi4, que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media £ D.S. de 4

experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05) y vs AP (#p <0,05).
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Figura 19. Cociente GSSG/GSH en cultivo primario de astrocitos
incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AP),
0.5uM Genisteina + 5 uM AB1-42 (G+AP) y 0.2nM Estradiol + 5 uM
AP1-42 (E2+Ap). Tanto genisteina como estradiol se afiadieron 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico AP, que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de 4
experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05)y vs AB (# p < 0,05).
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Cannabinoides

4.7 Viabilidad celular

Para analizar la viabilidad celular del WIN 55, 121-2 (en
adelante Win), se incubaron astrocitos en cultivo primario en ausencia
(control) y en presencia de distintas concentraciones de Win (1, 2, 5,
10 y 20 pM). Win no indujo cambios significativos en la viabilidad
celular a 1, 2 y 5 uM (p>0.05). A 10 uM se produjo un aumento
significativo (p<0.05) con respecto al control, por lo tanto esta ha sido
la concentracion seleccionada para los posteriores ensayos (Figura
20). El tratamiento con A4 produce una disminucion significativa
de la viabilidad de astrocitos en cultivo primario respecto al control
(Figura 21). El tratamiento previo con Win incrementa
significativamente la viabilidad celular del cultivo. Estos resultados
indican que la adicion de Win durante 24 h antes a la adicion del
toxico A4 protege a estas células de la muerte celular inducida por

el péptido toxico AP g.
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Figura 20. Porcentaje de viabilidad de astrocitos en cultivo primario
en condiciones control (control, C) y tras la adicion de diferentes
concentraciones de WIN 55, 212-2 (1, 2, 5, 10 y 20 uM). Cada valor
representa la media + D.S. de 4 experimentos independientes.

Diferencias significativas vs control (* p <0,05).
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad celular de astrocitos incubados 24
h con 5 uM AP40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AB) y 10 uM WIN
55, 212-2 + 5 uM AB1-42 (Wint+AP). El Win se afadi6 24 h
previamente a la adicion del péptido toxico AP, que se incubd
durante 24 h mas. Cada valor representa la media + D.S. de 4
experimentos independientes. Diferencias significativas vs control (* p

<0,05) yvs AR (#p <0,05).
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4.8 Receptores cannabinoides

Para determinar la expresion proteica de los receptores
cannabinoides CB1 y CB2 en astrocitos, se incubaron este tipo de
células en cultivo primario en diferentes condiciones: en ausencia
(control), ABi4 (5 pM), Win (10 puM) y la pre-incubacién con Win
antes de la adicién de AP,4,. En las diferentes condiciones, se observa
la expresion de ambos receptores y no se presentan cambios
significativos con respecto al control (Figura 22 y 23). Comparando
las imagenes, se observa una mayor expresion de CB2 que CBI, ya
que es el receptor que estd mas ligado al sistema inmune, en este caso

a los astrocitos, siendo células inmunes del cerebro.
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Figura 22. Expresion proteica de CB1 en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
M AB1-42 (WintAp). El Win se afiadido 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4, que se incubd durante 24 h mas.
Cada valor representa la media + D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs

AB (#p < 0,05).
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Figura 23. Expresion proteica de CB2 en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
uM AB1-42 (Wint+Ap). El Win se afiadi6 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4, que se incubd durante 24 h mas.
Cada valor representa la media + D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs

AB (#p <0,05).
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4.9 Citoquinas pro-inflamatorias. Efecto de los cannabinoides

Para valorar los efectos anti-inflamatorios de los
cannabinoides se incubaron los astrocitos durante 24 h en ausencia
(control); en presencia de AB;.4 (5 pM) y en presencia de Win 10 uM.
Transcurridas las 24 h de incubacion, a los cultivos incubados con
Win se les anade el péptido AB.4, y tras 24 h de incubacion se midio
la liberacion de IL-1B y TNF-a por inmuno-ensayo enzimatico
(ELISA). El tratamiento con una dosis tnica de AB (5 pM) durante 24
h aumenta 4 veces la secrecion de IL-1p (120 + 85 vs 480 + 135
pg/ml; p<0.05, Figura 22) y 2,6 veces los niveles de TNF-a (230 + 85
vs 600 = 120 pg/ml; p<0.05, Figura 23) con respecto a los valores
control. El tratamiento con Win no modifica los valores basales de IL-
1B y TNF-a, pero revierte el incremento de IL-13 y TNF-a inducido
por el péptido APi4 (120 + 83 pg/ml; p<0.05; 265 + 73 pg/ml;
p<0.05) respectivamente y devuelve los valores de IL-1p a los valores
control (Figuras 24 y 25). Estos resultados implican que en cultivo
primario de astrocitos, la presencia del péptido AP,4, induce un
aumento de los niveles de sustancias pro-inflamatorias. El tratamiento
con cannabinoides exdgenos protege los astrocitos del aumento de IL-

1B y TNF-a inducido por el péptido AB_4,.
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Figura 24. Niveles de IL-1B en cultivo primario de astrocitos
incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AP), 10
puM Win 55, 212-2 y 10 uM Win 55, 212-2 + 5 uM Ap1-42
(Win+ApR). El Win se afiadié 24 h previamente a la adicion del péptido
toxico A4, que se incubd durante 24 h més. Cada valor representa
la media = D.S. de 4 experimentos independientes. Diferencias

significativas vs control (* p <0,05) y vs AB (# p < 0,05).
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Figura 25. Niveles de TNF-a en cultivo primario de astrocitos
incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-42 (AP), 10
uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5 uM Ap1-42
(Win+ApR). El Win se afiadié 24 h previamente a la adicion del péptido
toxico A4, que se incubd durante 24 h mas. Cada valor representa
la media = D.S. de 4 experimentos independientes. Diferencias

significativas vs control (* p <0,05) y vs AR (# p <0,05).
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4.10 Proteinas pro- y anti- inflamatorias. Efecto de los

cannabinoides

Para valorar si el tratamiento con el péptido AP, induce
cambios en la COX-2 y en la iNOS, se midi6 la expresion proteica de
estos enzimas en cultivo primario de astrocitos, usando la técnica de
Western-blot. La incubacion con el toxico AP durante 24 h produjo un
aumento significativo (de 1.6 veces) en la expresion proteica de COX-
2 (Figura 26) y de 1.7 veces en la expresion proteica de iNOS (Figura
27). Win 10 ~M no modifica los valores de COX-2 ni de iNOS con
respecto a los valores control (Figuras 26 y 27). El pre-tratamiento de
los astrocitos durante 24 h con Win 10 pM disminuye el incremento
de la expresion proteica de COX-2 e iNOS inducida por A4
(Figuras 26 y 27), lo que sugiere que estos compuestos pueden
proteger a las células contra estos mediadores inflamatorios inducidos
por el péptido AB;4. En todos los casos se ha utilizado a-tubulina

como control de la cantidad de proteina total de la muestra.

Para valorar la influencia del péptido AB;.4; sobre la expresion
de proteinas antiinflamatorias, se han incubado astrocitos en ausencia
y en presencia del péptido AP;.4. APi4; no modifica la expresion
proteica de la proteina anti-inflamatoria PPAR-y (Figura 28). Para
estudiar los efectos de los cannabinoides sobre PPAR-y se incubaron
cultivos de astrocitos en presencia de Win (10 uM) durante 24 h y
posteriormente se les afiadio el péptido AB;4, durante 24 h. mas. El
pre-tratamiento con cannabinoides, incrementa significativamente la
expresion proteica de PPAR-y tanto en ausencia como en presencia de

O (Figura 28).
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Figura 26. Expresion proteica de COX-2 en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
M AB1-42 (WintAp). El Win se afiadido 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4, que se incubd durante 24 h mas.
Cada valor representa la media + D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs

AB (#p <0,05).
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Figura 27. Expresion proteica de iNOS en cultivo primario de
astrocitos tratados 24 h con 5 puM AB40-1 (control, C), 5 pM AB1-42
(AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5 uM
AB1-42 (Win+Ap). El Win se afiadiéo 24 h previamente a la adicion
del péptido toxico A4, que se incubd durante 24 h mas. Cada valor
representa la media + D.S. de 4 experimentos independientes.

Diferencias significativas vs control (* p <0,05) y vs AB (# p < 0,05).
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Figura 28. Expresion proteica de PPAR-y en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
M AB1-42 (WintAp). El Win se afiadido 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4, que se incubd durante 24 h mas.
Cada valor representa la media £ D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs

AB (#p <0,05).
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4.11 Estrés oxidativo: SOD Cu/Zn, como proteina antioxidante.

Efecto de los cannabinoides

Se ha valorado la capacidad antioxidante de los cannabinoides
mediante la determinaciéon de la expresion proteica del enzima

antioxidante SOD Cu/Zn.

La incubacion durante 24h de astrocitos con 5 uM con A4
disminuye la expresion proteica de SOD Cu/Zn (Figura 29). Win 10
UM no modifica la expresion proteica de SOD Cu/Zn con respecto al
control, pero revierte la disminucion inducida por el tratamiento con
ABi4. Estos resultados sugieren que los cannabinoides pueden
proteger a las células contra el estrés oxidativo incrementando la

expresion de SOD Cu/Zn como proteina antioxidante.
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Figura 29. Expresion proteica de Cu/Zn SOD en cultivo primario de
astrocitos incubados 24 h con 5 uM AB40-1 (control, C), 5 uM AB1-
42 (AB), 10 uM WIN 55, 212-2 (Win) y 10 uM WIN 55, 212-2 + 5
M AB1-42 (Win+Ap). El Win se afiadido 24 h previamente a la
adicion del péptido toxico APi.4, que se incubd durante 24 h mas.
Cada valor representa la media £ D.S. de 4 experimentos
independientes. Diferencias significativas vs control (* p < 0,05) y vs

AB (#p <0,05).
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4.12 Ventajas y limitaciones del estudio

Una de las ventajas de trabajar con cultivos celulares
primarios estriba en la posibilidad de controlar estrictamente las
condiciones y composicion del medio de cultivo, permitiendo por
tanto el estudio del efecto de sustancias activas sobre células
especificas. En este sentido nos permite estudiar mecanismos en
estado puro que no estin sometidos a la influencia de otros factores
fisiologicos o compensatorios. Ademas, evita las consideraciones
legales y éticas que puedan derivar del estudio con muestras humanas

o en animales de experimentacion.

El poder extrapolar los resultados obtenidos en los ensayos en
cultivos celulares a lo que ocurre in vivo es una limitacion a tener
siempre presente, precisamente por evitar la posible influencia de
mecanismos de compensacion. Sin embargo, a partir de estos
resultados se puede sugerir mecanismos y procesos implicados en la
patologia como de posibles dianas terapéuticas y estudiar los efectos

de posibles tratamientos.
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V. DISCUSION

Durante los ultimos afios se ha demostrado que la inflamacion
y el estrés oxidativo son mecanismos claves en la progresion de
diversas patologias neurodegenerativas, entre ellas la enfermedad de
Alzheimer (Eikelenboom y van Gool.,, 2004; Zhu et al.,, 2004;
Jiménez-Jiménez et al., 2006; Quintanilla et al., 2012; Yan et al.,
2013). En este estudio se han determinado marcadores implicados en
la inflamacién y en el estrés oxidativo inducidos por el péptido ABi.4,
en cultivo primario de astrocitos, para valorar los efectos anti-
oxidantes y anti-inflamatorios de compuestos tanto hormonales
humanos (estradiol) como de origen vegetal (polifenoles y

cannabinoides).

5.1. Efectos del péptido AP, sobre la viabilidad celular y la

morfologia de astrocitos en cultivo primario

El ensayo MTT es un método que estd bien establecido, es
utilizado con frecuencia y facilmente reproducible para las
investigaciones de la viabilidad celular, en diferentes tipos de células
en cultivo y ademas en células incubadas con diferentes toxicos,

concretamente el AP;_4, (Ronicke et al., 2008).

Los resultados obtenidos en el ensayo MTT muestran que una
concentracion minima toxica (SuM) del péptido AP;.4, induce una
disminucion (Hou et al., 2011) de alrededor del 50% en la viabilidad
celular de los astrocitos con respecto a los astrocitos control,
incubados con la misma concentracion de Ao, Estos resultados son

consistentes con los obtenidos por inmunofluorescencia, donde se
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observa un aumento de la muerte celular (Wyss-Coray y Muckie,

2002) de los astrocitos tratados con AB_4,.

Cuando los astrocitos se activan en respuesta a ciertas
patologias del SNC, incrementan de tamafio, y modifican su forma,
presentando prolongaciones mas gruesas, aumentando el nimero de
mitocondrias, lisosomas y la actividad del reticulo endoplasmatico
(Agulhon et al., 2008; Guillamon-Vivancos et al., 2013). En estudios
realizados previamente, se observd por inmunofluorescencia un
aumento de la agregacion mitocondrial (Vallés et al., 2008) en las
neuronas afectadas por la adicion del toéxico AP, En las imagenes
obtenidas de astrocitos realizadas para este estudio y comparando con
las imagenes obtenidas por Vallés et al (2008), se observa también una
agregacion mitocondrial. Datos no publicados de nuestro laboratorio,
indican un posible aumento del nimero de mitocondrias en los
astrocitos cuando se vuelven reactivos (Agulhon et al., 2008;
Guillamén-Vivancos et al., 2013), en respuesta al dafio inducido por
APi.4. Estos previos resultados sugieren una alteracion en la dinamica
mitocondrial (Pagani y Eckert., 2011; Leuner et al., 2012), que asi
mismo induce aumento en la producciéon de mediadores inflamatorios,
especies reactivas de oxigeno (Mrak y Griffin., 2005) y en los niveles
de estrés oxidativo (Yan et al., 2013). Todo esto se traduciria en
disminucioén de la viabilidad y aumento de muerte celular. De hecho,
la teoria de los radicales libres (Harman et al., 1956), apoya que
dichos radicales participan en el envejecimiento, posteriormente esta
teoria fue modificada por Miquel (Miquel J et al., 1980) que propuso
que el envejecimiento era provocado por dafio a las mitocondrias, que
conllevarian a una cascada de problemas metabolicos y energéticos

ocasionados por sustancias toxicas. La enfermedad de Alzheimer es
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una de las patologias que se ha indicado poseer mayor incidencia en el
proceso del envejecimiento (Ferri et al., 2005; Dong et al., 2007;
Kalaria et al., 2010; Alzheimer's Association., 2010), por lo tanto
cuanto mas envejecemos, la incidencia de la enfermedad aumenta de
manera muy significativa, llegando a ser de alrededor de un 60-70%

(Ferri et al., 2005) en personas mayores de 65 afos.

5.2. Moléculas inflamatorias inducidas por Ap;, en cultivo

primario de astrocitos

Determinados autores han publicado que la neurotoxicidad en
el Alzheimer es mediada por procesos inflamatorios (Eikelenboom y
van Gool., 2004; Zhu et al., 2004, Vallés et al., 2010) y que tanto las
células gliales como los astrocitos deben producir algin factor o
factores que son activados o aumentados en presencia de Af;4 0
cuando se produce la hiperfosforilacion de TAU. Estos factores
provocarian en la célula la produccion de citoquinas o mediadores
pro-inflamatorios como IL-1B y TNF-a, entre otros (Allan y
Rothwell., 2001; Allan y Rothwell., 2003). Ademas, las sinapsis se
encuentran rodeadas por las citoquinas emitidas por los astrocitos, que
curiosamente rodean y co-localizan con las placas seniles de los
enfermos de Alzheimer (Wallace et al., 1997; Hu et al., 1998; Liu y
Hong., 2003) provocando la fagocitosis de la placa amiloidea.
Estudios publicados en 2013, demuestran que los astrocitos utilizan
casi todo el ATP necesario cerebral para provocar la limpieza de los
toxicos en el cerebro, ayudados obviamente por la glia (Wakabayashi

y Miki., 2013; Yan et al., 2013).
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Dependiendo del dafio en el tiempo y en el espacio (cantidad
de células danadas), el proceso inflamatorio juega un papel destacado
en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. En una primera fase
la inflamacion es beneficiosa, puesto que produce sustancias pro-
inflamatorias que participan en la proteccion del tejido, ya que limitan
la supervivencia y la proliferacion de agentes toxicos (Allan y
Rothwell., 2001; Allan y Rothwell., 2003). Por lo tanto se limita el
dafio inducido por el tdéxico AP4,. Si por el contrario, la produccion
de moléculas pro-inflamatorias no se detiene o la cantidad de
proteinas anti-inflamatorias no aumenta adecuadamente, para permitir
que se equilibre la balanza entre proteinas pro- y anti-inflamatorias,
podria ocurrir una exacerbacion de la respuesta inflamatoria y un
aumento de la muerte celular como en los resultados obtenidos en este
trabajo, que son consistentes con los obtenidos por Vallés et al (2010).
En este trabajo se determind la implicacion de las células gliales,
como los astrocitos en el proceso inflamatorio inducido por el toxico
ABi.4 (Eikelenboom y van Gool., 2004; Zhu et al., 2004; McGeer et
al., 2006; Yu y Chung., 2007).

En nuestros resultados se encuentran aumentados los niveles
de mediadores inflamatorios (Mrak y Griffin., 2005) tales como IL-1
y TNF-a después de la adicion de AP;4,, contribuyendo a la
progresion del dafio y aumento de la muerte celular (Wyss-Coray y
Muckie, 2002; Vallés et al., 2010) presente en esta patologia
(Strohmeyer y Rogers, 2001). En estudios realizados para determinar
la activacion astroglial, en respuesta a los oligdbmeros Af;4; en la
corteza de rata in vivo, se demuestra un aumento en la activacion del
factor nuclear transcripcional-kB (NF-kB/p-65) que inicia la reaccion

inflamatoria. Este factor se encuentra aumentado en astrocitos tras la
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adicion de oligomeros de AP;.4, (datos no presentados en este trabajo)
y también afecta la regulacion de mediadores inflamatorios como

TNF-a, IL-1p y COX-2 (Carrero et al., 2012).

La respuesta inflamatoria inducida por la IL-1 es mediada por
un sistema de receptores que envuelven basicamente tres ligandos
(Dinarello 1996). El inicio de la sefial ocurre a través de la union de la
IL-1 a un receptor heterodimérico formado por el receptor tipo 1 (IL-
IRI) y la proteina accesoria (AcP) (Sims et al., 1988; Greenfeder et
al., 1995). La unio6n del ligando al receptor, induce la activacion del
factor de transcripcion NF-kB. En resultados obtenidos por el grupo
de Qwarnstrom y Dower, se ha podido demostrar que el complejo
citoquina-receptor es capaz de unirse, no solo la citoquina al receptor,
sino a otras proteinas de la matriz extracelular para producir sefiales
inflamatorias, que podrian tener importancia en todas aquellas
patologias ligadas a cambios en la matriz extracelular, como es el caso
de la enfermedad de Alzheimer (Bondareff., 2013). La IL-1p se ha
identificado como agente fundamental del proceso neurodegenerativo
inducido en multiples modelos de neuro-inflamacion (Rothwell y
Luheshi., 2000). Asi mismo, en este estudio se observa que en cultivo
primario de astrocitos el Af;.4, estimula la produccion de esta

molécula contribuyendo a la progresion del dafio.

Otro mediador inflamatorio, es el TNF-a. En la mayoria de los
estudios en el sistema nervioso central se observan, niveles
aumentados tras ocurrir trauma cerebral agudo, isquemia, infecciones
o enfermedades neurodegenerativas (Wang y Shuaib., 2002). La
produccion de TNF-a junto con la produccion de IL-1 e IL-6, se ha

demostrado que contribuyen al proceso inflamatorio que se produce
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por neurotoxicidad mediada en la enfermedad de Alzheimer, debido a
la presencia de células gliales que contribuyen al proceso inflamatorio
(McGeer et al., 2006; Yu y Ghung., 2007). Ensayos realizados por
Hurtado et al (2001), observaron que al estar aumentada la liberacion
de TNF-a en el cerebro, se regulaba la activacion de otros mediadores
implicados en la neuro-inflamacion generada por estrés como COX-2
e INOS. Estos resultados corroboran los obtenidos en este estudio,
donde se puede observar una respuesta similar con relaciéon al TNF-a,

donde A4 induce aumento y liberacion de esta molécula.

En general, durante los procesos inflamatorios, estos dos
mediadores que inician la cascada de la respuesta inflamatoria actian

de forma sinérgica (Dinarello., 2000).

Como se ha mencionado anteriormente, al estar aumentada la
liberacion de TNF-o e IL-1P, se regula la activacion de otros
mediadores implicados en el proceso inflamatorio tales como COX-2
e iINOS. Una enzima como la COX-2 se encuentra sobre-activada en
neuronas de diversas patologias del sistema nervioso central, como la
isquemia, enfermedad de Alzheimer y ciertos tipos de epilepsia
(Miettinen et al., 1997; Pasinetti., 1998). Nuestros resultados indican
que los astrocitos también hay sobreexpresion de COX-2 inducida por
ABi.4. El aumento de iNOS se traduce en un incremento de la sintesis
de NO que puede alcanzar niveles toxicos que estan implicados en los
fendmenos de citotoxicidad que se correlacionan con diversas
patologias como epilepsia, isquemia, Alzheimer, Parkinson y corea de
Huntington (Moncada et al., 1991; Gross y Wolin., 1995). En estudios
con cerebros de pacientes Alzheimer, se ha demostrado la

sobreexpresion de iNOS (Nathan et al., 2005) y nuestros resultados
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corroboran la sobreexpresion de esta enzima en los astrocitos,

contribuyendo a la progresion del dafio en estas células.

Se ha demostrado que estas vias inflamatorias estan activadas
en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, el
proceso inflamatorio juega un papel destacado en el desarrollo y
progresion de esta enfermedad. Nuestros resultados son compatibles
con los detectados en la bibliografia para estos mediadores

inflamatorios.

Por otra parte, el receptor-y activado por el proliferador de
peroxisomas (PPAR-y), es un factor de transcripcion activado por
ligandos e influye en la expresion o actividad de varios genes,
incluyendo homeostasis de la glucosa, metabolismo de la energia y la
inflamacion (Chen et al., 2012). Kainu et al (1994) fueron los
primeros en demostrar la presencia de ARNm y de la proteina PPAR-y
en células del SNC. En estudios posteriores, se ha detectado la
expresion de PPAR-y en microglia y en astrocitos, convirtiendo asi a
las células gliales en posibles dianas (Luna-Medina et al., 2005; Vallés
et al., 2010). Es interesante observar que farmacos anti-inflamatorios
no esteroides (AINES) pueden activar este receptor en modelos
animales para la enfermedad de Alzheimer y ademaés, en pacientes con
ingesta a largo plazo de AINES (ibuprofeno, indometacina,
naproxeno) mostraron menor riesgo de desarrollar esta patologia
(McGeer y McGeer., 2004; Sastre el al., 2006; Heneka y Landreth.,
2007). Se ha demostrado que agonistas de PPAR-y proporcionan
efectos neuroprotectores contra las enfermedades neurodegenerativas,

incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2010, Vallés et
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al., 2010; Chen et al., 2012). El estudio realizado por Wang et al
(2010), mostrdé que la activacion de PPAR-y afecta la via
amiloidogénica. Ademas, se han proporcionado nuevos conocimientos
sobre como la sefializacion de PPAR-y contrarresta la toxicidad
inducida por AP;.4, y el deterioro cognitivo en modelos animales de
Alzheimer (Yamanaka et al., 2012). Con estos resultados se ha
sugerido que la activacion de PPAR-y podria ser un gen candidato

hacia la terapia en la enfermedad de Alzheimer.

La implicacion de PPAR-y se ha demostrado en la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer, al encontrarse disminuida la actividad
y la expresion de este receptor (Koivisto et al., 2006; Scacchi et al.,
2007; Vallés et al., 2010). En los resultados obtenidos en este estudio,
se confirma la implicacion de este receptor, al encontrarse disminuida
su expresion en los astrocitos tratados con A4, ocasionando que la
cantidad de proteina anti-inflamatoria no aumente adecuadamente y
provoque que no se equilibre la balanza entre proteinas pro- y anti-
inflamatorias. Nuestros resultados obtenidos en este trabajo, son
consistentes con los obtenidos por Vallés et al (2010) y demas autores,

donde se demuestra la implicacion de este receptor en esta patologia.

5.3. Moléculas de estrés oxidativo inducidas por Ap;.4, en cultivo

primario de astrocitos

Uno de los factores importantes asociados con la patologia de
la enfermedad de Alzheimer es el estrés oxidativo (Jiménez-Jiménez

et al., 2006; Quintanilla et al., 2012; Yan et al., 2013).
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Se ha asociado el estrés oxidativo a la toxicidad inducida por
APi.4, dado que se estimula la produccion de especies reactivas de
oxigeno que disminuyen los niveles de GSH en la enfermedad de
Alzheimer, tanto en modelos de experimentacion in vitro (Ghosh et
al., 2012) como in vivo (Resende et al., 2008). Se ha correlacionado la
disminucion de GSH con aumento de los niveles de estrés oxidativo
en la enfermedad de Alzheimer y se ha demostrado la disminuciéon de
los niveles del antioxidante glutation (GSH) en cerebro (Saharan y
Mandal., 2014). El glutation (GSH) es un tripéptido situado en el
citosol y la mitocondria, actia como un antioxidante endoégeno de
vital importancia para combatir el estrés oxidativo (Abdul et al.,
2006). Existen evidencias del papel clave del GSH en diversas
patologias relacionadas con el envejecimiento y la neurodegeneracion,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Bains y Shaw., 1997;
Schulz et al., 2000; Pocernich y Butterfield., 2011). Esto es debido a
que los niveles de GSH disminuyen con la edad, dejando neuronas
vulnerables al dafio oxidativo iniciado por AB;.4, (Liu y Choi., 2000) y
en consecuencia AP;4; puede llevar al agotamiento de GSH como
antioxidante disponible en las neuronas. Las células gliales también
participan en la regulacion de los niveles de GSH. Como APi.4
disminuye la receptacion de GSH por las células gliales, puede
contribuir a la disminucion de las defensas antioxidantes por lo que
una deficiente defensa glial podria contribuir al dafio neuronal
existente (Heales et al., 2004). Por lo tanto, la regulaciéon de GSH
podria jugar un papel terapéutico en la enfermedad de Alzheimer

(Butterfield y Lauderback., 2002).
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Se ha descrito un aumento del estrés oxidativo en los ratones
transgénicos con mutaciones de presenilina-1 (LaFontaine et al.,
2002). Asi mismo, en modelos de ratones transgénicos de Alzheimer
con aumento de la expresion de la APP y en otros modelos
experimentales, se ha observado aumento del dafio oxidativo (Smith et
al., 1998), de la peroxidacion lipidica (Matsuoka et al., 2001) que
precede a la formacion de la placa amiloide (Reiter., 1995, Drake et
al., 2003), y de la produccion de nitrotirosina (Matsuoka et al., 2001),
siendo indicadores de estrés oxidativo. Aunque uno de los indicadores
mas relevantes es el cociente glutation oxidado/glutation reducido
(GSSG/GSH), en el cual existe un aumento del glutation oxidado

alterando el estado redox celular (Sies., 1986).

Datos obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la
concentracion minima toéxica del péptido AP, (SuM) provoca estrés
oxidativo a las neuronas (Vallés et al., 2008) producido por la
disminucién del glutatién reducido (GSH), aumentando el glutation
oxidado (GSSG). En nuestros resultados, el cociente GSSG/GSH se
encuentra aumentado en los astrocitos tras la incubacion con A4, lo
cual se traduce en un aumento del estrés oxidativo, presentando un
desequilibrio entre la formaciéon de pro- y anti-oxidantes celulares
(Garrido et al., 2004; Bernhard y Wang 2007), por lo que ya desde
hace tiempo se relaciono la union de estrés oxidativo y enfermedad de
Alzheimer. Por el contrario, estudios realizados por Abramov et al, en
astrocitos (Abramov et al., 2003) y en neuronas (Abramov et al.,
2004) demuestran datos contrarios a los obtenidos por la gran mayoria

de los autores en la literatura.
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Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los
organismos aerobios tienen mecanismos de defensa antioxidantes,
donde se incluyen moléculas, enzimas y secuestradores quimicos.
Dentro de la defensa antioxidante, las enzimas forman la primera linea
de defensa celular frente al dafio oxidativo, las cuales eliminan O,_y
H,0,. Las enzimas que actian sobre las especies reactivas de oxigeno
inician el proceso con la dismutacion de O,. a H,O,, por accion de la
peroxido dismutasa (SOD). Posteriormente, actla la catalasa (CAT) y
la glutatién peroxidasa (GPx) convirtiendo H,O, a H,O con lo cual
estas enzimas mantienen el equilibrio redox intracelular (Sanches-
Valle y Méndez-Sanchez., 2013). La acumulacién del dafio producido
por los radicales libres, induce alteraciones en las actividades o
expresion de enzimas antioxidantes como la SOD vy la catalasa, que se
ha observado tanto en el SNC como en los tejidos periféricos de

pacientes de Alzheimer (Marcus et al., 1998; Padurariu et al., 2010).

Dentro de las enzimas SOD que nos interesan, estan la Cu/Zn-
SOD, que se encuentra en el citoplasma y la enzima Mn-SOD, que se
localiza en la mitocondria. También se ha demostrado que estéd
alterada la expresion de Cu/Zn-SOD (Pappolla et al., 1998) y que se
encuentra afectado este mecanismo antioxidante en astrocitos tratados
con AP, al igual que en nuestros resultados. Asi mismo, datos
preliminares de nuestro laboratorio demuestran también, que la
enzima Mn-SOD se encuentra afectada, con lo cual, el mecanismo
antioxidante de la enzima SOD se encuentra alterada en los astrocitos
tratados con Af;.4, tanto en la enzima mitocondrial como en la forma

de la enzima citoplasmica.
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5.4. Efectos de polifenoles sobre la viabilidad celular de astrocitos

en cultivo primario

La administracion de polifenoles ha demostrado inhibir la
toxicidad inducida por A4, en cultivo primario de neuronas pre-
frontales corticales de rata, lo cual se traduce en un aumento de la
viabilidad celular (Qin et al., 2012). También en estudios con
neuronas del hipocampo, tratamientos con polifenoles aumentan la
viabilidad celular (Menard et al., 2013) y asi mismo se observa este
mismo dato en astrocitos, con disminucion de la muerte celular. (Yang

et al., 2008; Feng et al., 2009).

Por la similitud estructural quimica que tiene la genisteina con
el 17B-estradiol, estos compuestos tienen la capacidad de unirse a
receptores estrogénicos (Setchell., 2001). Los fitoestrogenos como la
genisteina, pueden actuar por via no hormonal. Por tanto, los
mecanismos de accion de estas moléculas pueden ser en dependencia
de si son compuestos hormono-dependientes (mediados por receptores
estrogénicos) o no hormonales (independientes del receptor

estrogénicos) (Magee y Rowloand., 2004).

Varios estudios han indicado que, los estrégenos promueven
la supervivencia neuronal contra varias moléculas neurotdxicas
incluyendo el A4, (Vifia et al., 2007; Cizas et al., 2001; Mateos et
al., 2012). Asi mismo, se ha demostrado que la genisteina, ejerce un
efecto neuroprotector frente a la neurotoxicidad y dafio neuronal
inducido por AB;4 (Yu et al., 2009; Yang et al., 2010). En neuronas

de hipocampo de rata, el tratamiento previo con genisteina, aumento
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de manera significativa la viabilidad celular (Liao et al., 2013). Estos

datos se corroboran con los obtenidos en este estudio.

Estudios previos han demostrado que pre-tratamiento, ya sea con
concentraciones minimas fisiologicas de 17p-estradiol (0.2 nM) o con
concentraciones minimas nutricionales de genisteina (0.5 pM),
aumentan la viabilidad celular en células MCF-7 (Borras et al., 2005;

2006; Vina et al., 2007) y de neuronas (Valles et al., 2008).

En este trabajo, hemos evidenciado que el pre-tratamiento con
polifenoles, tales como la genisteina o los estrogenos (17B-estradiol),
aumentan la viabilidad celular de los astrocitos en cultivo primario, y
disminuyen la muerte celular inducida por AP;.4, datos que son

consistentes con la literatura.

5.5. Efecto de polifenoles sobre moléculas inflamatorias y estrés

oxidativo inducidas por ABy.4, en cultivo primario de astrocitos

Existen fuertes evidencias de que los depdsitos de AP,y la
hiperfosforilacion de TAU, causan inflamacion, estrés oxidativo y
disfuncion mitocondrial con muerte celular al final del proceso
(Wallace., 2000; Lesnefsky et al., 2001; Chen et al., 2003; Abeti y
Duchen., 2012). Se han buscado y se siguen buscando numerosos
farmacos y/o compuestos naturales, tanto de animales como de
plantas, para minimizar el efecto del dafio producido por el estrés
oxidativo y/o la inflamaciéon en la enfermedad de Alzheimer.
Diferentes autores han encontrado efectos beneficiosos en los
polifenoles, debido a sus propiedades antioxidantes (Dai y Mumper.,
2010) y anti-inflamatorias (Hoensch y Oertel., 2012). Estas

propiedades les confieren un alto potencial terapéutico en el
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tratamiento de diversas patologias, incluida la enfermedad de
Alzheimer (Ramassamy., 2006; Simonyi et al., 2010; Choi et al,
2012).

Aunque el efecto inhibitorio del estradiol en los macrofagos
del hueso en la inflamacion es claro (Cuzzocrea et al., 2003), el efecto
final de la accion del estradiol en la inflamacién del cerebro ha sido
poco analizado y sigue siendo un tema de controversia (Vegeto et al.,
2006). El estudio realizado por Ghisletti et al (2005), ha demostrado
un mecanismo especifico para la accidén del estradiol en las células
inflamatorias, mostrando efectos inhibitorios para NFxB, una familia
de factores de transcripcion que estimulan la transcripcion de genes
inflamatorios. Resultados obtenidos por Vallés et al (2010) indican
que el pre-tratamiento con estradiol protege a los astrocitos contra
insultos toxicos como el AP;.4, al reducir los niveles de moléculas
inflamatorias liberadoras como IL-1p y TNF-a y la expresion de
proteinas intracelulares como iNOS y COX-2 Por lo tanto, el estradiol
ejerce un efecto anti-inflamatorio claro favoreciendo la recuperacion
del dafio y ademas nuestros resultados son consistentes con los

obtenidos por Vallés et al (2010) y corroboran estos resultados.

El efecto anti-inflamatorio que ejerce el estradiol podria estar
mediado por la activacion del receptor PPAR-y, ya que en estudios
previos realizados por Vallés et al (2010), se indujo un aumento en la
expresion proteica de este receptor en los astrocitos pre-tratados con
estradiol y se ha demostrado que agonistas de PPAR-y proporcionan
efectos neuro-protectores contra las enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2010, Vallés et

al., 2010; Chen et al., 2012). Asi mismo, en estudios in vitro
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realizados por Dang et al (2003) demostraron que la genisteina
actuaba como agonista del receptor PPAR-y. Estudios previos
realizados por Vallés et al., apoyan la activacion de estos receptores en
astrocitos pre-tratados con genisteina (Vallés et al., 2010). En nuestros
resultados, se observa que el pre-tratamiento con genisteina induce
también la activacion de PPAR-y, indicando una accion anti-
inflamatoria de este tipo de receptor en astrocitos en cultivo primario.
También en estudios anteriores, se demuestra que la genisteina inhibe
o reduce la producciéon de TNF-a, asi como la expresion de iNOS y la
produccién de 6xido nitrico en los macréfagos activados por LPS, un
efecto asociado con la inhibicidn por parte de la genisteina sobre la via
de NFkB (Genolet et al., 2004; Wan et al., 2007; Comalada et al.,
2006). En estudios con astrocitos en cultivo primario, se ha
demostrado que la genisteina puede prevenir la inflamacién inducida
por APi.4 (Steele y Robinson., 2012), al inhibir la expresion de iNOS
y COX-2 (Lu et al., 2009; Vallés et al., 2010). En los datos obtenidos
en este estudio, se observa que el pre-tratamiento con genisteina
redujo también los niveles de moléculas inflamatorias como IL-1B y
TNF-a y expresion de proteinas como iNOS y COX-2. Estos
resultados son consistentes con los descritos en la literatura. En
conclusion, tanto el estradiol como la genisteina ejercen efectos anti-
inflamatorios en los astrocitos cuando se pre-tratan 24 horas antes de

afiadir el toxico APB;.4.

El estrés oxidativo, se ha correlacionado con la disminucion
de enzimas antioxidantes como GSH. Se ha demostrado que la
disminucion de los niveles de este antioxidante en cerebro de
pacientes con Alzheimer, (Saharan y Mandal.,, 2014) presentan

aumento de estrés oxidativo al encontrarse elevados los niveles del
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cociente glutation oxidado/glutation reducido (GSSG/GSH). Ademas,
el aumento de estrés oxidativo se ha correlacionado con un aumento
en la incidencia de esta patologia. Por otra parte, la enfermedad se
produce en mayor numero en mujeres que en hombres (Andersen et
al., 1999; Di Carlo et al., 2002; Henderson., 2013), lo cual apoya la
idea de que compuestos estrogénicos pueden aumentar la expresion de
enzimas antioxidantes, que conduciria a la disminuciéon de estrés
oxidativo y proteccion contra la toxicidad del péptido B-amiloide
(Vina et al., 2007; Ma et al., 2010; Gamba et al., 2011; Ding et al.,
2011). Se ha demostrado que los estrogenos protegen a las neuronas
contra las moléculas inflamatorias, inducidas por la reaccién crénica
inflamatoria (Simpkins et al., 2009), que se traduce en una
disminucion de estrés oxidativo y proteccidon contra la toxicidad del
péptido AP,.4,. La modulacién del estado oxidativo inducido por AP,
se ha especulado que podria tener un potencial terapéutico en la
enfermedad de Alzheimer. Borrés et al (2005) publicaron que el 17p-
estradiol puede aliviar el estrés oxidativo, facilitando la expresion de
enzimas antioxidantes, incluyendo SOD y GSH-Px (Borras et al.,
2005). En el estudio realizado por Vallés et al (2008), el pre-
tratamiento con estradiol, reduce los niveles de estrés oxidativo
(GSSG/GSH), al reducir los niveles de glutation oxidado (GSSG). Los
resultados obtenidos en este estudio, se corroboran con los obtenidos
por Vallés et al (2008) y la literatura, donde se observa una
disminucion del estrés oxidativo en los astrocitos pre-tratados con
estradiol. Por otra parte, evidencias clinicas y experimentales han
demostrado que la terapia de reemplazo hormonal con estrogenos
puede ser beneficiosa para la prevencion de la enfermedad de

Alzheimer en las mujeres posmenopausicas (Ohkura et al., 1994;
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Asthana et al., 1999; Shaywitz et al., 2003; Canderelli et al., 2007;
Valen-Sendstad et al., 2010). Sin embargo, se ha puesto en peligro el
uso de estrogenos debido al aumento del riesgo de desarrollar tanto
cancer de mama como de endometrio, en las mujeres que toman
terapia de reemplazo de estrogenos. Por esta razon, la busqueda de
sustitutos estrogénicos eficaces y seguros se convirtido en una cuestion
practica y se planteo6 el uso de fitoestrogenos procedentes de plantas,
tales como la genisteina, principal polifenol de la soja. Estos
polifenoles se convirtieron en posibles alternativas a los estrégenos, ya

que tiene efectos farmacoldgicos no hormonales (Bang et al., 2004).

La genisteina también es capaz de inhibir la produccion de
especies reactivas de oxigeno y mejorar la actividad de enzimas
antioxidantes (Hsieh et al.,, 2001), demostrando un efecto
neuroprotector a través de la supresion de la activacion de NF-xB.
Este factor es inducido bajo estrés oxidativo por especies reactivas de
oxigeno en cultivos primarios astrogliales (Caccamo et al., 2005).
Resultados obtenidos por Vallés et al (2008) sugieren que la
genisteina protege a las neuronas contra el estrés oxidativo inducido
por la toxicidad de A4, y el efecto fue similar al del 17p-estradiol.
En esta tesis los ensayos se realizaron con astrocitos en cultivo
primario produciéndose, al igual que en neuronas (Vallés et al., 2008),
una disminucion del estrés oxidativo cuando los astrocitos fueron pre-
tratados con genisteina, resultados que son consistentes con la
literatura. Los datos indican que los efectos protectores de la
genisteina son similares al 17B-estradiol y se podria usar como
alternativa a los estrogenos para la prevencion y progresion de los
trastornos neurodegenerativos cronicos, donde se encuentran

implicados tanto los astrocitos como las neuronas en la enfermedad de
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Alzheimer. El uso de la genisteina en mujeres posmenopausicas
abriria un nuevo campo para el tratamiento del dafio oxidativo en
astrocitos en esta patologia, siendo posiblemente mas seguro que el
uso de la propia hormona. Aun asi, la eficacia clinica de la genisteina
requiere de ensayos mas amplios y rigurosos para continuar con su

uso.

En resumen, estradiol o genisteina disminuyen mediadores
pro-inflamatorios (TNF-a, IL-1B, iNOS y COX-2) y aumentan los
mediadores anti-inflamatorios (PPAR-y). También se produce la
disminuciéon de moléculas pro-oxidantes (GSSH) y el mantenimiento
de moléculas anti-oxidantes (GSH), que se traduce en una
disminucion del estrés oxidativo en los astrocitos en cultivo primario
pre-tratados con estradiol o genisteina y la posterior adicion del

péptldO AB] 42.

5.6. Efectos de cannabinoides sobre la viabilidad celular de

astrocitos en cultivo primario

Existen evidencias de efectos tanto beneficiosos como
perjudiciales de los cannabinoides sobre la supervivencia de diversas
células en cultivo (Guzman et al., 2002). En la literatura se encuentra
estudios de cancer, que concluyen que tratamiento con cannabinoides
inhiben la proliferacién de células cancerigenas, siendo mas eficaz a
concentraciones muy altas (20nM) (Pourkhalili et al., 2013) y por
tanto una disminucidn en la viabilidad celular en este tipo de células,
que se traduce en efectos anti-proliferativos (Olea-Herrero et al., 2009;
Wang et al., 2010; De Petrocellis et al., 2013 Rocha et al., 2014). En

nuestros resultados en cultivo de astrocitos, la incubacion con
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cannabinoides (WIN 55, 212-2: 10 uM) contrarresta la disminucion de
la viabilidad celular inducida por el AB.4, aumentando la viabilidad
en un 40% con respecto a los astrocitos incubados solo con AP,y se
aproxima a una viabilidad casi del 100% con respecto a los astrocitos
control. Estos efectos contrarios se deben a que diversos tipos de
células pueden reaccionar de manera diferente frente al mismo
cannabinoide (Sanchez et al., 1998). Cabe destacar que las células
cancerosas son células muy proliferativas y no diferenciadas. En
cambio los astrocitos, al tiempo que nosotros introducimos el téxico
(AP1.42), son células totalmente diferenciadas. Por lo tanto, el efecto de
los cannabinoides sobre los mecanismos implicados en la muerte

celular depende de la patologia y del tipo de célula implicada.

Los cannabinoides han demostrado proteger a las células
neuronales frente a la exposicion de AB (Milton., 2002) inhibiendo la
apoptosis (Iuvone et al., 2004). Estudios realizados por Esposito et al
(2006), demuestra que las células neuronales pre-tratadas con
cannabinoides mantuvieron los niveles mas altos de viabilidad celular,
gjerciendo un efecto neuroprotector inducido por la activacién de vias
anti-apoptodticas en respuesta al dafio inducido por AP (Milton., 2002;
Mnich et al., 2010). Asi mismo, los cannabinoides han demostrado
proteger a células gliales de la muerte celular (Marsicano et al., 2002;
Gomez del Pulgar et al., 2002). Por tanto, los cannabinoides pueden
aumentar la viabilidad celular en células neurales. Datos que

corroboran los resultados obtenidos en este estudio.
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5.7. Efecto de cannabinoides sobre moléculas inflamatorias y
estrés oxidativo inducidas por AP, en cultivo primario de

astrocitos

Por la amplia distribucion de los receptores cannabinoides,
la utilidad terapéutica de compuestos cannabinoides (Scuderi et al.,
2011), es un area relativamente nueva de investigacion, que tiene
mucho futuro para el desarrollo de tratamientos eficaces para diversas
patologias, incluida la enfermedad de Alzheimer. Existen amplias
evidencias de la implicacion de la inflamacion y el estrés oxidativo
presentes en la enfermedad de Alzheimer (Wallace., 2000; Lesnefsky
et al., 2001; Chen et al., 2003; Abeti y Duchen., 2012). En los tltimos
afios, se han buscado farmacos y/o compuestos naturales, para
disminuir el efecto del dafio producido por el estrés oxidativo y/o la
inflamacion en esta patologia. En la enfermedad de Alzheimer, se
conoce la implicacion de las células astrogliales en esta patologia, que
pueden proporcionar una diana terapéutica, y cualquier compuesto
capaz de modular la activacion de los astrocitos podria ser
considerado como nuevo farmaco de relevancia terapéutica (Bélanger
y Magistretti., 2009). Se han propuesto los cannabinoides como
tratamiento preventivo para la enfermedad de Alzheimer (Ramirez et
al., 2005; Campbell y Gowran., 2007) por sus efectos neuro-
protectores (Mechoulam et al., 2002; van der Stelt et al., 2002) y por
su capacidad para modular funciones del sistema inmune (Klein et al.,
2003; Pandey et al., 2009) ejerciendo efectos anti-inflamatorios

(Walter y Stella., 2004; Klein., 2005; Correa et al., 2009).
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Estudios recientes, han demostrado que los cannabinoides
mitigan la activacion de los astrocitos en la neuro-inflamacion
inducida por AP en cultivo primario de astrocitos, al reducir los
niveles de moléculas pro-inflamatorias como IL-1p, TNF-a, COX-2 ¢
iNOS (Sheng et al., 2005; Ramirez et al., 2005; Ehrhart et al., 2005;
Esposito et al., 2007; Scuderi et al., 2011; Burgos et al., 2012).
También la activacion de los receptores cannabinoides, tienen efectos
anti-inflamatorios y neuro-protectores, al demostrarse una reduccion
en la liberacion de IL-1P, IL-6 y TNF-a en microglia (Puffenbarger et
al., 2000; Facchinetti et al., 2003) y astrocitos (Ortega -Gutiérrez et
al., 2005), asi como de COX-2 e iNOS (Castillo et al., 2010). En
nuestros resultados con astrocitos, se observa también la activacion de
los receptores cannabinoides tanto CB1 como CB2, al igual que una
reduccion de moléculas pro-inflamatorias como IL-1p, TNF-a, COX-2
e INOS. También en ensayos in vivo, el tratamiento con el
cannabinoide sintético WIN 55, 212-2, impidi6 el deterioro cognitivo,
la activacion glial y la pérdida neuronal en ratas tratadas con el
péptido AP (Ramirez et al., 2005; Martin-Moreno et al., 2011),
ademas disminucion de los niveles de COX-2 y TNF-a (Martin-
Moreno et al., 2012). Estos ultimos datos corroboran nuestros
resultados donde el pre-tratamiento de los astrocitos con
cannabinoides, redujo los niveles de TNF-a y COX-2. Asi mismo, las
células pre-tratadas con cannabinoides redujeron los niveles de nitritos
y la expresion de iNOS tras la adicion del toxico AP (Esposito et al.,

2006).

Por otra parte, se ha demostrado que agonistas de PPAR-y

proporcionan efectos neuroprotectores contra las enfermedades
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neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Wang et
al., 2010, Vallés et al., 2010; Chen et al., 2012). Los efectos
neuroprotectores ejercidos por agonistas de PPAR-y, en condiciones
neuropatologicas, incluidas la neuro-inflamacion inducida por AB y la
neurodegeneracion se han descrito en los ultimos afios (Bright et al.,
2008, Vallés et al., 2010). Los datos indican también que las neuronas
y los astrocitos son células diana para efectos beneficiosos de los
ligandos PPAR-y (Landreth et al., 2008, Vallés et al., 2010). Los
astrocitos son las células gliales mas abundantes en el SNC, una vez
estas células se vuelven reactivas, producen moléculas implicadas en
la respuesta inflamatoria, que contribuye de manera significativa en el
dafio cerebral. Ademas, los astrocitos expresan los niveles mas altos
de PPAR-y en el SNC (Bodles y Barger., 2005; Ho et al., 2005).
Agonistas de PPAR-y pueden regular una activacion inflamatoria
prolongada ejerciendo efectos anti-inflamatorios y neuroprotectores
(Kapadia et al., 2008). Estudios realizados por Esposito et al (2011),
han demostrado que los cannabinoides pueden ejercer efectos
protectores por medio de una activacion dependiente de PPAR-y. En
nuestros resultados se observa que en los astrocitos pre-tratados con
cannabinoides se induce un aumento en la expresion de este receptor,
lo cual sugiere que compuestos cannabinoides protegen contra la

inflamacion inducida por la toxicidad de AB_4.

Son pocos los estudios que se encuentran en la literatura, del
efecto de los cannabinoides sobre los niveles del estrés oxidativo. Los
cannabinoides pueden atenuar el estrés oxidativo y la toxicidad
subsecuente en neuronas corticales en cultivo primario (Hampson y

Grimaldi., 2001), antagonizan el estrés oxidativo inducido en células

148



Discusion

linfoblastoides (Chen y Buck., 2000) y previenen el dafio oxidativo
inducido en cultivos neuronales (Hampson et al., 1998). Asi mismo,
estudios con células PC12, muestran los efectos neuroprotectores de
los cannabinoides frente al péptido AP;.4, reduciendo los niveles de
estrés oxidativo (Iuvone et al., 2004). En nuestros resultados, el pre-
tratamiento de los astrocitos con cannabinoides, indujo un aumento en
la enzima anti-oxidante citoplasmatica Cu/Zn-SOD que se encuentra
reducida en los astrocitos tratados con A4, lo cual nos indicaria una

proteccion frente al estrés oxidativo inducido por A4,

Datos preclinicos sugieren el uso de medicamentos a base de
cannabinoides para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
(Volicer et al., 1997; Walther et al., 2006). En el afio 2003 se concede
la patente en EEUU para el uso de cannabinoides como
antioxidantes y neuroprotectores (U.S Department of Health and
Human Services, www.fda.gov). A pesar de estos resultados
prometedores, el uso de medicamentos a base de cannabinoides para
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer esta a la espera de

resultados de ensayos clinicos rigurosos (Krishnan et al., 2009).

En resumen, nuestros resultados demuestran que
cannabinoides, son capaces de reducir la inflamacion y estrés
oxidativo asociados a la enfermedad de Alzheimer, mediante el
aumento de la expresion proteica de PPAR-y en astrocitos en cultivo
primario, lo que demuestra sus efectos anti-inflamatorios y el aumento
de la expresion de SOD Cu/Zn, lo que demuestra sus efectos
antioxidantes. Todos estos resultados refuerzan la hipotesis de que los
mecanismos inflamatorios y de estrés oxidativo contribuyen

significativamente a la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y
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sugieren el uso de compuestos naturales como los cannabinoides (sin

componente psicoactivo) para disminuir la progresion del dafio.
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VI. CONCLUSIONES

Efectos sobre la viabilidad celular y la morfologia de astrocitos en

cultivo primario:

1. APi4 genera un aumento en la agregacion mitocondrial e
incremento de la muerte celular de los astrocitos de alrededor
del 50%, compatible con la disfuncion mitocondrial de los
astrocitos presente en la enfermedad de Alzheimer.

2. La adicion de 17B-estradiol, genisteina o cannabinoides,
produce un aumento en la viabilidad celular de los astrocitos

previniendo la muerte celular inducida por AB;.4;.

Moléculas inflamatorias inducidas por Af;.4, en cultivo primario

de astrocitos. Efectos de polifenoles y cannabinoides:

3. APi4 produce un aumento de los niveles de mediadores
inflamatorios IL-1fB, TNF-a, COX-2 e iNOS y una
disminuciéon de la expresion de proteinas anti-inflamatorias

como PPAR-y.

4. La pre-incubacion con estradiol, genisteina o Win reducen los
niveles de mediadores inflamatorios como IL-1p, TNF-a,
COX-2 e iNOS inducidas por AP;.4; € inducir la expresion de

proteinas anti-inflamatorias como PPAR-y.
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Moléculas de estrés oxidativo inducidas por Af;.,, en cultivo

primario de astrocitos. Efectos de polifenoles y cannabinoides:

5. APi4 induce aumento del glutation oxidado produciendo

aumentando el cociente GSSG/GSH.

6. La pre-incubacion con estradiol, genisteina o Win reducen los
niveles de estrés oxidativo (GSSG/GSH) y aumentan los

niveles de proteinas anti-oxidantes como Cu/Zn SOD.
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