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%: porcentaje

M g: microgramos
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3xTgAD: modelo de ratdn triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer
AB: péptido 3-amiloide

ABao: péptido B-amiloide de 40 aminodcidos

ABa42: péptido B-amiloide de 42 aminodcidos

ADN: acido desoxirribonucléico

ADNc: ADN complementario

AICD: fragmento carboxi-terminal intracelular de la proteina precursora del -amiloide
Akt: proteina cinasa tipo B

AME: actividad motora espontanea

AMPc: adenosina monofosfato ciclica

ApoE: apolipoproteina E

APP: proteina precursora del B-amiloide

ARNm: ARN mensajero

BACE: 3-secretasa

BHE: barrera hematoencefalica

C83: fragmento carboxilo terminal de 83 aminoacidos
C99: fragmento carboxilo terminal de 99 aminoacidos
CaMKII:Calcio/Calmodulina protein cinasa I

Cdk5: cinasa dependiente de ciclina 5

D-JNKI-1: péptido inhibidor de la cinasa JNK

EA: enfermedad de Alzheimer

EAE: enfermedad de Alzheimer esporadica

EAF: enfermedad de Alzheimer de origen familiar
EP: enfermedad de Parkinson

ERO: especie reactiva de oxigeno

FHP: filamento helicoidal pareado

GABA: &cido y-aminibutirico

GCs: guanilato ciclasa soluble



GFAP: proteina acidica glial fibrilar

GMPc: guanosina monofosfato ciclica
GPx: glutation peroxidasa

GR: receptor de glucocorticoides

GSH: glutation

GSK-3B: cinasa glicogeno sintasa 38

GTP: guanosina trifosfato

i.p. : intraperitoneal

JNK: cinasa N-terminal de c-Jun

Lys: residuo de lisina

MAO: monoaminooxidasa

MAPKK4: proteina cinasa cinasa 4 activada por mitogenos
MARK: cinasa reguladora de la afinidad de microtubulos
MDMA: 3,4-metilendioximetanfetamina
Mnsod: manganeso superoxido dismutasa
MR: receptor de mineralocorticoides
MWNM: test del laberinto acuatico de Morris
NO: dxido nitrico

NOS: dxido nitrico sintasa

ONF: ovillo neurofibrilar

P38: cinasa proteica p38 activada por mitdgeno
PDES5: fosfodiesterasa 5

PI3K: fosfoinositol 3 cinasa

PI3P: fosfatidil-inositol-3-fosfato

PKA: protein cinasa A

PKC: protein cinasa C

PKG: protein cinasa dependiente de GMPc
PS1: presenilina 1

PS2: presenilina 2

p-tau: proteina tau fosforilada

RAWM: laberinto acuatico del brazo radial
RT-PCR: PCR a tiempo real

SAM: ratdn de senescencia acelerada

SAMP: ratén con tendencia a la senescencia acelerada



SAMR: raton resistente a la senescencia acelerada
Ser: residuo de serina

SNC: sistema nervioso central

Tg2576: modelo de raton transgénico para la EA
Thr: residuo de treonina

VS: Versus



Abreviations in English

ABa42: fragment of 42 amino acid of the amyloid -peptide
AD: Alzheimer’s disease

ANOVA: Analysis of variance

APP: amyloid precursor protein

AB: amyloid B peptide

BACE1: B-secretase

BDNF: brain derived neurotrofic factor

C83: APP carboxy-terminal fragment of 83 aminoacids
C99: APP carboxy-terminal fragment of 99 aminoacids
Cdk5: cyclin-dependent kinase 5

CNS: central nervous system

CREB: cyclic adenosine monophosphate response element-binding
D-JNKI-1: JNK inhibitor

FDA: food and drug administration

GFAP: glial fibrillary acidic protein

GSK-3B: glycogen synthase kinase-33

JNK: c-Jun NHz-terminal kinase

mRNA: messenger ribonucleic acid

MWM: morris water maze

0.D.: optical density

PDES5: phosphodiesterase 5

Pmol: picomol

s: seconds

SAM: senescence accelerated mouse

SAMP: senescence accelerated mouse prone

SAMR: senescence accelerated mouse resistant
SEM: standard error of the mean

TBS: tris buffered saline

TM: trade mark
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Capitulo 1

Introduccion






Introduccidn

1. El proceso de envejecimiento

El envejecimiento es el conjunto de modificaciones morfoldgicas y fisiologicas que
aparecen con el paso del tiempo en los seres vivos. Este proceso supone una disminucion de
la capacidad de adaptacion de cada uno de los drganos, aparatos y sistemas, asi como de la

capacidad de respuesta a los distintos agentes nocivos que inciden sobre el individuo.

El envejecimiento ha sido motivo de preocupacion en los distintos paises desde hace
afos. De hecho, el 14 de diciembre de 1990 la Asamblea General de las Naciones Unidas
designd el 1° de octubre Dia Internacional de las Personas de Edad. Mas recientemente, el
afio 2012 ha sido designado por la Unién Europea como “el Afio Europeo del Envejecimiento
Activo y de la solidaridad intergeneracional’. El objetivo es animar a los estados miembros a
encontrar soluciones innovadoras para los problemas econdmicos, sociales y sanitarios de
una poblacién que envejece e invitar a las personas mayores a seguir jugando un papel

importante en la sociedad, ademas de fortalecer la solidaridad intergeneracional.

En el siglo XX y segun datos de la OMS, la esperanza de vida ha ido aumentando
significativamente a lo largo de los ultimos afios. De hecho, en la actualidad Europa
occidental y Japon, con el 20 % de la poblacion mayor de 60 afos, constituyen el conjunto de
paises mas envejecidos del planeta. Como consecuencia, el nimero de personas mayores de
60 afos, que era de alrededor de 600 millones en el aio 2000, se prevé que llegara a casi
2.000 millones en el 2050. Este aumento serd mas notable y rapido en los paises en
desarrollo. Una transformacion demografica mundial de este tipo tiene profundas
consecuencias en cada uno de los aspectos de la vida individual, comunitaria, nacional e

internacional.

El envejecimiento de la poblacion puede considerarse un éxito de las politicas de
salud publica y del desarrollo socioecondémico, aunque también es un reto para toda sociedad
ya que debe adaptarse a esta nueva realidad. Dicho proceso de envejecimiento se
caracteriza por una pérdida funcional generalizada que aumenta tanto el riesgo de mortalidad
como el de padecer ciertas enfermedades, como las cardiovasculares, el cancer, la diabetes,
la hipertensién y una variedad de enfermedades neurodegenerativas, siendo las mas
frecuentes la enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad Alzheimer (EA).

Las observaciones registradas sobre el cambio que experimentan los individuos con

la edad son tan variadas que han dado origen a numerosas teorias sobre el envejecimiento.
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Introduccidn

Los radicales libres, el sistema endoctrino, el genoma y la acumulacion de distintas sustancias
producidas por el metabolismo celular son, entre otros, distintos factores que se han
identificado como posibles responsables del envejecimiento del individuo. Todas estas
hipotesis parecen sugerir que el envejecimiento del organismo no ocurra por un unico motivo,
sino por la suma de multiples factores y procesos cuyo balance general determina que el

individuo envejezca.

En los ultimos 20 afios, parte de la comunidad cientifica ha realizado un gran
esfuerzo para lograr entender los procesos moleculares y celulares que tienen lugar durante
el envejecimiento y para estudiar los mecanismos que subyacen a las alteraciones del
sistema nervioso central (SNC) asociadas a la edad. Los numerosos estudios llevados a cabo
en este ambito permiten afirmar que durante el envejecimiento del cerebro hay una pérdida
gradual y progresiva de la habilidad cognitiva, lo cual puede interferir con la capacidad del
individuo para llevar a cabo sus actividades profesionales o sociales, fendmeno que se

conoce con el nombre de demencia.

Actualmente, la demencia se considera la tercera enfermedad mas costosa detras de
las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Dentro de los distintos tipos de demencia, la
EA es la causa mas frecuente de esta enfermedad en ancianos. Se calcula que el coste
medio anual por paciente de EA en Espafia es de 19.000 €. El factor que determina en mayor
medida los costes del gasto sanitario son los cuidados que precisa un paciente anciano con
una enfermedad discapacitante, que se extienden no sélo al propio paciente sino a los
familiares al cuidado del enfermo. Este gasto crece de forma exponencial a medida que la
enfermedad progresa, por lo que cualquier terapia que consiguiese ralentizar la progresion de
la enfermedad podria repercutir significativamente en los costes de la misma. Todo esto,
unido a la ausencia de un tratamiento curativo para las distintas enfermedades
neurodegenerativas, justifica la necesidad de investigar sobre los procesos patoldgicos que
se producen durante el envejecimiento, intentando asi, con los conocimientos adquiridos,
determinar dianas terapéuticas que puedan estimular el desarrollo de nuevos farmacos que

constituyan un tratamiento curativo de estas enfermedades asociadas a la edad.
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2. El Raton de Senescencia Acelerada (SAM)
2. 1. Introduccion

Un paso crucial en el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas para prevenir o
enlentecer la progresion de las enfermedades neurodegenerativas como la EA podria ser
lograr un mayor conocimiento sobre los mecanismos implicados en el envejecimiento del
cerebro, asi como estudiar la cronologia de aparicion de los mismos. Para poder analizar
estos mecanismos es importante establecer un modelo animal con caracteristicas similares a
las observadas en los humanos. En la actualidad, uno de los problemas mas frecuentes con
los que se encuentran los investigadores a la hora de estudiar las enfermedades
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento son los modelos animales a emplear. Esto
se debe, en primer lugar, al largo tiempo que se debe esperar para que un animal se
considere “envejecido”. Por ejemplo, en el caso del raton C57BL/6 deben transcurrir mas de
12 meses para poder decir que “esta envejecido”. Si se trata de un mono, deben transcurrir
21 anos. Esta desventaja en el tiempo de espera hace que las investigaciones de estas
enfermedades sufran una ralentizacion y no puedan ser llevadas a cabo en menor tiempo. A
este aspecto negativo se le suma el gasto que supone el mantenimiento de los animales bajo
condiciones ambientales especificas durante tanto tiempo. En segundo lugar, merece la pena
sefialar que la mayoria de los modelos animales para el estudio de la EA se restringen a la
sobreexpresion de genes con mutaciones especificas asociadas a la “familial Alzheimer
disease ‘o EA familiar (EAF), que constituye menos del 5% del total de los casos de la EA. A
diferencia de esta EAF, la mayor parte de los pacientes de EA diagnosticados presentan lo
que se conoce como “sporadic Alzheimer disease” o EA esporddica (EAE) que se desarrolla
de manera espontanea sin una causa genética determinada y aparece en individuos de edad

mas avanzada que en los casos de EAF.

Por estas razones, los investigadores estdn continuamente en la busqueda y
optimizacion de nuevos modelos animales para el estudio de los procesos de envejecimiento
y neurodegeneracion. Con este fin, a partir de la cepa AKR/J y mediante una seleccion de
ratones en funcion del fenotipo de envejecimiento que presentaban, se desarroll6 el raton de
senescencia acelerada “Senescence Accelerated Mouse”, conocido por las siglas SAM
(Takeda y col., 1981). Desde que en 1981 se publicara en la revista “Mechanisms of Ageing
and Development” el primer articulo sobre el desarrollo de esta cepa, se estan llevando a
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cabo numerosos estudios en los que se utiliza este modelo de ratdn SAM en diversos campos

de la ciencia relacionados con el envejecimiento.
2.2. Desarrollo de la cepa SAM

En 1968 algunas parejas de ratones de la cepa AKRN fueron donados por los
Laboratorios Jackson (Estados Unidos) al profesor Takeda, del departamento de Patologia de
la Universidad de Kyoto. Alrededor del afio 1975 y tras sucesivos cruces de estos ratones, el
profesor Takeda observd que algunas camadas presentaban, de manera temprana en la
edad, un fenotipo envejecido. Entre sus principales caracteristicas se incluian: pérdida en la
cantidad y en el brillo del pelo, lordocifosis, lesiones perioftalmicas y un descenso en la
actividad y en la esperanza de vida. Mediante cruces selectivos de ratones hermanos que
presentaban este fenotipo y después de unas cuantas generaciones, se obtuvieron unas
camadas de ratones que presentaban un envejecimiento acelerado y una corta esperanza de
vida. Cinco de estas camadas fueron seleccionadas como progenitoras de ratones “con
tendencia al envejecimiento acelerado”, cepa que se conoce por sus siglas en inglés “SAMP”

(Senescence Accelerated Mouse Prone).

Paralelamente a la cria de esta cepa de ratones SAMP, se observo el desarrollo de
otras camadas de ratones que no presentaban este fenotipo de envejecimiento y que tenian
una esperanza de vida mayor. Tres de estas camadas que mostraban un envejecimiento
normal se seleccionaron para ser progenitoras de ratones ‘“resistentes a ese envejecimiento
acelerado” o ratones “SAMR” (Senescence Accelerated Mouse Resistant) (Miyamoto, 1997;
Takeda y col., 1981).

Una vez establecidas las cepas progenitoras SAMP y SAMR, se procedio a la cria
selectiva de los ratones en funcion del grado de envejecimiento, de la esperanza de vida y del

fenotipo patolégico asociado a la edad (Hosokawa y col., 1997).

Finalmente, el modelo de raton SAM quedd establecido. Como se observa en la
figura 1, incluye 9 subcepas de ratones pertenecientes a la cepa SAMP y 3 subcepas dentro
de la cepa SAMR. En la Fig. 1 se presenta la genealogia de las cepas SAM. Ademas, se
indica el desarrollo de cada cepa desde la cepa original AKR/J a través de los progenitores de
las cepas SAMP (P-1, -2, -3, -4 y -5) y las cepas SAMR (R-1, -2 y -3) (revisado por Takeda,
2009).
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Figura 1. Desarrollo del linaje de los ratones SAM. Cada cepa SAM parte inicialmente de la cepa original AKR/J
y sigue su desarrollo a través de los progenitores SAMP (P-1, -2, -3, -4, -5) y SAMR (R-1, -2, -3). 1 significa cria
sin éxito o el cese de la misma. (Adaptada de Takeda y col., 1997).

De acuerdo con los datos obtenidos en 1994, la supervivencia media de los ratones
SAMP es de 9,7 meses, un 40% menos que la de las cepas de ratones SAMR (16.3 meses).
Otro dato a tener en cuenta es que la puntuacion de envejecimiento para las cepas SAMP es
de 7.97, el doble que la de las cepas SAMR (3.94) (Takeda y col., 1991; 1994).

A su vez, cada subcepa P y R presenta determinadas alteraciones que quedan
resumidas en la Tabla 1. Es importante subrayar que la mayoria de los fenotipos
patobioldgicos observados en los ratones SAM son trastornos asociados a la edad, cuya
incidencia y severidad aumenta en funcion de la misma. Ademas, la mayoria de las
alteraciones que aparecen con la edad en el ser humano (osteoporosis, osteoartritis,
cataratas, inflamacion de los pulmones, deterioro de la capacidad auditiva...) y que son
descritas como “una consecuencia directa de un envejecimiento fisiologico” (Cotran y col.,
1989) también se encuentran presentes en las distintas subcepas de ratones SAMP.
Asimismo, se incluyen diversos aspectos neurobioldgicos, como déficits en la memoria y en el
aprendizaje, atrofia del cerebro, alteraciones emocionales o del ritmo circadiano (Takeda,
1999; Takeda y col., 1997) que prueban la validez del ratdn SAM como modelo animal para la
investigacion en el campo del envejecimiento (revisado por Takeda, 2009).
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Tabla 1. Las cepas SAM y sus caracteristicas fenotipicas. (Adaptada de Butterfield y Poon, 2005).

Cepa SAM  Caracteristicas fenotipicas

P1 Amiloidosis senil (periférica), alteracion del sistema inmune y del sentido del oido
Atrofia de la retina, hipertensién vascular, hiperhinchazon de los pulmones
Contraccion del rifién

P2 Amiloidosis senil secundaria (periférica), fallo del sistema inmune

P3 Artrosis degenerativa

P6 Osteoporosis senil

P7 Amiloidosis senil, timoma

P8 Déficits en el aprendizaje y en la memoria; depdsitos del péptido AB asociados a la edad.

Ansiedad, alteracién de la respuesta inmune
P9 Cataratas asociadas a la edad

P10 Alteraciones del aprendizaje y de la memoria relacionadas con la edad.
Atrofia cerebral, depresion asociada a la edad.

P11 Endurecimiento de la capa media de la aorta torécica asociada a la edad.
Amiloidosis senil, contraccion del rifion

R1 Envejecimiento normal con linfoma no timico y sarcoma histiocitico, quistes ovaricos
R4 Envejecimiento normal con linfoma no timico y sarcoma histiocitico
R5 Envejecimiento normal con colitis

3. El raton SAMP8
3.1. Introduccidn

De todas las subcepas establecidas por sus caracteristicas fenotipicas especificas, la
subcepa SAMP8 ha ido cobrando interés en la investigacion. De hecho, el raton SAMP8 se
ha propuesto como un buen modelo para el estudio del envejecimiento y de las
enfermedades neurodegenerativas asociadas al mismo, en particular la EA, ya que presenta
déficits en el aprendizaje y en la memoria con la edad (Flood y Morley, 1998) y las principales
alteraciones neuropatoldgicas y neuroquimicas que han sido descritas en pacientes de EA
(revisado por Pallas y col., 2008). Entre estas alteraciones se destacan el estrés oxidativo,
hiperfosforilacion de la proteina tau, un aumento del péptido AB y neuroinflamacion, aspectos

que se desarrollan en los apartados siguientes del presente trabajo. Otra ventaja que merece
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la pena destacar de este modelo es que parece representar de manera mas real que otros
modelos animales transgénicos para la EA, la cronologia de aparicion de estos marcadores
de la enfermedad, hecho que queda reflejado en la Tabla 2. Ademas, desde que se comenzd
su cria, no se ha observado la presencia de otras alteraciones como retraso en el
crecimiento, malformacién, paralisis de los miembros, temblores o convulsiones (Takeda,

2009), lo que permite y facilita su utilizacion en los distintos test de aprendizaje y memoria.

Tabla 2. Comparacion de la cronologia de aparicién de los principales marcadores histopatoldgicos y del déficit

cognitivo que aparece en la EA, entre el ratdn SAMP8 y distintos modelos animales transgénicos para la EA.

Fenotipo 2 meses 4 meses 6 meses 8 meses 10 meses 12 meses > 12 meses
parecido EA

Déficit cognitivo 3xTg-AD SAMP8 Tg 2576

(Hipocampal)

Estrés oxidativo SAMPS (3 M) Tg 2576

Amiloide 3xTg-AD Tg 2576 SAMP8#
Fosforilacién de tau 3xTg-AD SAMP8 (5 M) Tg 2576
Gliosis SAMP8 Tg 2576

# Las placas del péptido B-amiloide tienen lugar sobre los 18 meses. Los niveles del péptido soluble AB se
detectan desde los 8 meses de edad. (Adaptada de Pallds y col., 2008).

3.2. Alteraciones de la conducta en el raton SAMP8

En el envejecimiento normal y de un modo mas severo en pacientes de EA, se ha
observado que hay un declive progresivo de los procesos cognitivos relacionados con la
memotia episddica (Mc Dowd y Craik, 1988; Ohta y col., 1981), la memoria de trabajo y la
memoria espacial (Sharps, 1991; Weber y col., 1978). Los posibles mecanismos neuronales
que subyacen a estas alteraciones de la conducta estan en continua investigacion. Se ha
demostrado que el hipocampo, region cerebral muy plastica, es crucial en la modulacion de la
memoria episodica y de la memoria espacial, y es precisamente esta regién una de las mas
sensibles al proceso de envejecimiento. Como consecuencia, con la edad disminuye la
plasticidad del hipocampo provocando la aparicion de las distintas alteraciones cognitivas
(Driscol y Sutherland, 2005).
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3.2.1. Alteraciones cognitivas

Desde que, por primera vez, Miyamoto y col. (1986) observaron que los ratones
SAMPS presentaban déficits en la capacidad de aprendizaje y en la memoria, se han llevado
a cabo numerosos estudios con el objetivo de esclarecer los mecanismos implicados en el

declive cognitivo de estos ratones.

Estudios realizados mediante distintas pruebas de conducta han puesto de manifiesto
que el deterioro de la capacidad cognitiva en el raton SAMP8 se asemeja a las observadas en
modelos animales transgénicos para la EA y en pacientes con esta enfermedad. Entre las
diferentes pruebas de comportamiento utilizadas para el estudio de las alteraciones del ratdn
SAMP8 se encuentran:

- Pruebas de aprendizaje y de memoria espacial

El test del Laberinto Acuatico de Morris o “Morris Water Maze” (MWM) es una
prueba cognitiva dependiente del hipocampo. En este test de conducta se coloca al raton en
una piscina llena de agua que contiene una plataforma situada por debajo de la superficie del
agua. El animal, para conseguir escapar del agua, que para él es un estimulo adverso, debe
encontrar la plataforma. Ademas, en las paredes de la habitacion donde se lleva a cabo el
experimento se disponen una serie de pistas visuales gracias a las cuales el ratdn consigue
aprender y retener la localizacion de dicha plataforma (Brody y Holtzman, 2006). Esta prueba
permite valorar el aprendizaje y la memoria espacial (Maguire y col., 2003), y es
particularmente sensible a la hora de determinar los déficits cognitivos asociados a la edad y
en la EA. De manera adicional, y mediante el uso de pruebas adicionales al test, como la
prueba de ‘reversal’, puede medirse también la flexibilidad cognitiva del animal, esto es, la
capacidad de reaprender nueva informacién (Morris, 1984; Shukitt-Hale y col., 1998). Asi
pues, mediante el uso de este test, se ha demostrado que el deterioro en la memoria espacial
comienza aproximadamente a los 4 meses de edad en el raton SAMP8 (Cheng y col., 2008;
Flood y col., 1998; Ikegamiy col., 1992).

Sin embargo, estudios en los que se utilizaron test mas sensibles, como el Laberinto
Acuatico del Brazo Radial, han demostrado que el deterioro en la capacidad de aprendizaje
y memoria espacial puede detectarse en los SAMP8 a los 3 y a los 5 meses de edad,
respectivamente (Chen y col., 2004). En ambas pruebas, el deterioro del aprendizaje en los

ratones SAMP8 se pone de manifiesto con un aumento del tiempo de latencia (tiempo que
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tarda el ratén en encontrar la plataforma) en la fase de plataforma no visible, en comparacion

con la cepa control SAMRA1.
- Pruebas de aprendizaje asociativo

En el test de la evitacion pasiva el animal debe aprender a evitar un estimulo
adverso (shock eléctrico), que aparece en un ambiente que para el animal es preferente (un
compartimento oscuro), mediante la permanencia en un espacio no preferido por él
(compartimento claro) (Lawlor y col., 2007; McGaugh, 1966; Senechal y col., 2007). Esta
prueba se fundamenta en dos hechos: la preferencia de los roedores por los lugares oscuros
y poco iluminados, y la capacidad de estos animales para recordar un estimulo desagradable.
En este test se administra al animal un estimulo desagradable (descarga eléctrica) en la zona
preferida (compartimento oscuro). En una exposicién posterior, los animales, al recordar el
estimulo adverso, tienden a quedarse en el compartimento claro o tardan mas en acceder al

oscuro.

En el test de la evitacion activa, sin embargo, el animal debera pasar del espacio
donde se le proporciona el shock al compartimento en el que quedara a salvo. En el test de la
evitacion pasiva se ha demostrado que el raton SAMP8, en comparacion con la cepa control
SAMR1, muestra un declive leve pero significativo en este tipo de aprendizaje (Miyamoto,
1997; Yagi y col., 1988), que puede detectarse desde los 2 meses y se hace mas patente con
el avance de la edad (Miyamoto y col., 1986). Con respecto al test de la evitacion activa, el
deterioro en la adquisicién se detectd a los 12 meses de edad en los ratones SAMPS, frente a
la buena respuesta de evitacion que presentaron los ratones SAMR1 de la misma edad
(Miyamoto y col., 1986). A través de estudios adicionales se ha comprobado que el deterioro
cognitivo observado mediante este tipo de pruebas en los ratones SAMP8 no es
consecuencia de una simple alteracion de la funcion motora, sino fruto del declive de la

capacidad de aprendizaje y de la memoria que presentan estos ratones (Miyamoto, 1997).

Otro test utilizado con la finalidad de medir el aprendizaje asociativo es el test del
miedo condicionado. Este test es muy sensible para detectar el deterioro del aprendizaje
ligado a las emociones, y proporciona informacion sobre la comunicacion neuronal entre dos
regiones cerebrales: la amigdala y el hipocampo. En este test, el roedor recibe una pequefa
descarga eléctrica justo después de oir un tono acustico (miedo condicionado al tono) o

simplemente después de permanecer un tiempo en una camara de condicionamiento (miedo
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condicionado al contexto). Se toma como medida de la memoria el tiempo de inmovilidad del
raton al recolocarlo mas adelante en el mismo contexto en ausencia del shock. Mediante este
test se ha puesto de manifiesto que el raton SAMP8 a los 4 y 8 meses de edad, en
comparacion con su cepa control SAMR1, presenta menor miedo asociado al contexto
(dependiente de hipocampo) (Ohta y col., 2001), mientras que no presenta alteraciones en la
memotia asociativa (cuando se presenta sélo el tono). Esta informacion es relevante, puesto
que en los pacientes de EA es el deterioro cognitivo dependiente del hipocampo el que

también aparece de manera mas temprana.

Por otro lado, en aquellos test en los que se motiva al ratdn mediante comida, el
deterioro observado es mas suave en comparacion con las alteraciones detectadas mediante

los distintos test de evitacion (Miyamoto, 1997).

A la vista de todos estos datos y estableciendo de nuevo la similitud con otros
modelos de ratén para la EA y con los individuos que padecen esta enfermedad, los
resultados sugieren que las pruebas cognitivas que se encuentran estrechamente
relacionadas con el hipocampo se ven afectadas en el modelo de raton SAMP8. Mas aun, al
aumentar el grado de dificultad de la prueba se ponen de manifiesto en estos ratones los

déficits cognitivos de manera mas temprana en la edad.
3.2.2. Otras alteraciones conductuales
- Ansiedad

Se ha demostrado que los ratones SAMP8 presentan una alteracion emocional
asociada a la edad caracterizada por una disminucién del comportamiento ansioso (Miyamoto
y col., 1992). Esto se pone de manifiesto en el test del laberinto elevado, en el que se observd
un aumento de las entradas y del tiempo de permanencia en los brazos abiertos por parte de
los ratones SAMP8 en comparacion con la cepa SAMR1. Teniendo en cuenta que el sistema
noradrenérgico estd implicado en las alteraciones de la conducta relacionados con la
respuesta al estrés, al miedo y a la ansiedad (Ida y col., 1985), muchos investigadores
sugieren que el deterioro de este sistema de neurotransmisién podria participar en la
disminucién del comportamiento ansioso observado en el raton SAMP8 (Miyamoto, 1997).

Es importante considerar esta alteracion del comportamiento ansioso a la hora de
interpretar los resultados obtenidos mediante las distintas pruebas de aprendizaje y memoria,
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ya que, por un lado, la conducta puede verse afectada por un procesamiento ineficiente por
parte de la amigdala (centro de las emociones) y, por otro, el miedo o la ansiedad pueden

potenciar el procesamiento de la memoria en el hipocampo (revisado por Pallas y col., 2008).
- Ritmo circadiano

En relacién al ritmo circadiano y a diferencia de lo observado en los ratones SAMR1,
la actividad motora espontanea (AME) de los ratones SAMP8 de 4 meses de edad se
encuentra aumentada, especialmente en las primeras 3-4 horas del periodo de luz. Este
incremento diurno de la AME se observa también a los 8 meses de edad. Sin embargo, 4
meses después apenas se observan diferencias entre las dos cepas (Miyamoto, 1994;
Miyamoto, 1997). Con respecto al consumo de agua de bebida, se ha observado que la
ingesta durante el periodo nocturno tiende a disminuir en los ratones SAMP8 de 2 meses de
edad, y que entre los 4 y los 12 meses de edad hay un aumento significativo en el consumo
de agua diurno, comparado con ratones controles SAMR1 (Miyamoto, 1997; Nishiyama y col.,
1994). Sin embargo, los ratones SAMR1 muestran en su AME y en el consumo de agua de
bebida un ritmo circadiano comun a la mayoria de otras cepas de ratdn con mayor ingesta de

agua en los periodos de oscuridad y menor en los periodos de luz.
3.3. Caracteristicas neuropatologicas presentes en el raton SAMP8

Numerosos estudios neuroquimicos y neurofarmacoldgicos han permitido lograr una
buena caracterizacion de este modelo de raton. Estas investigaciones comenzaron a
realizarse por el equipo de investigacion del Dr. Nomura alrededor del afio 1986. Las
alteraciones patologicas mas destacadas en el cerebro de los ratones SAMP8 son: el estrés

oxidativo, la fosforilacion de tau, la patologia amiloide y la neuroinflamacion o gliosis.
3.3.1. Estrés oxidativo

La teoria de los radicales libres acerca del envejecimiento sostiene que las
modificaciones oxidativas producidas por las especies reactivas de oxigeno (EROs) sobre las
proteinas, el ADN, los lipidos de membrana y otras moléculas conducen a la disfuncion
celular y, en consecuencia, al envejecimiento del organismo tanto en los animales como en

los humanos (Harman, 1956).

De acuerdo con esta hipétesis, un buen modelo de envejecimiento deberia

necesariamente mostrar un aumento del estrés oxidativo y, ademas, la modulacién del mismo
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deberia conducir a una mejora significativa de los principales sintomas observados, asi como
de los déficits cognitivos. En este sentido, numerosos estudios han demostrado la existencia
de estrés oxidativo en el cerebro del ratdn SAMP8 (Poon y col., 2004; Pallas y col., 2008),
como consecuencia de distintas alteraciones en algunas de las principales enzimas
antioxidantes y otras enzimas implicadas en la produccién de EROs, tal y como queda
reflejado en la tabla 3. Es interesante destacar que algunas enzimas se encuentran
significativamente alteradas sélo en machos, lo que podria explicar algunas de las
discrepancias descritas sobre el raton SAMP8 con respecto al estrés oxidativo (Sureda y col.,
2006).

Tabla 3. Principales enzimas que se encuentran alteradas en el cerebro del ratén SAMPS.

Enzima Alteracion Bibliografia
Superdxido dismutasa i Actividad Kurokawa y col., 2001
Glutation peroxidasa ¢ Actividad Okatani y col., 2002
Oxido nitrico sintasa l Actividad Inada y col., 1996
Catalasa l Actividad Sato y col., 1996
AcylCoA oxidasa ? Actividad Sato y col., 1996
Quinona oxidorreductasa |4 Expresién Kumar y col., 2000b

Paralelamente a los cambios de estas enzimas, un estudio realizado por Sato y col.
(1996) mostrd un aumento del contenido neto de EROs y de los niveles de peroxidacion
lipidica y de proteinas carbolinicas en la corteza cerebral de los ratones SAMP8 de entre 4 y
8 semanas de edad. Estos estudios sugieren que las alteraciones de las enzimas
antioxidantes podrian ser la causa del aumento del estrés oxidativo a edades tempranas en la
corteza de estos ratones, y demuestran que un mayor estado de oxidacion precede a las
manifestaciones de los déficits en el aprendizaje y de la memoria. Cabe destacar que la
utilizacion de distintos tratamientos o estrategias para tratar de reducir el estrés oxidativo en
el ratdn SAMP8, como la restriccién caldrica (Choi y Kim, 2000), el té verde (Chan y col.,
2006), la melatonina (Caballero y col., 2008; Cuesta y col., 2010) y la administracion de

12



Introduccidn

distintos antioxidantes, como acido lipoico o N-acetilcisteina, han resultado en una mejora de

la funcion cognitiva de estos ratones (Farr y col., 2003; Okatani y col., 2002).
3.3.2. Fosforilacion de tau

La proteina tau forma parte de una familia de proteinas asociadas a los microtubulos.
Constituyen un grupo de seis isoformas implicadas en la estabilizacién de los microtubulos,
en el transporte a lo largo del axén y en la sefalizacion que se realiza a través del
citoesqueleto celular. Su funcionalidad viene regulada por su grado de fosforilacion y, de
hecho, una alteracién del mismo se ha relacionado con numerosos desdrdenes
neurodegenerativos. En este sentido, su hiperfosforilacion inhibe el ensamblaje de los
microtUbulos provocando un colapso del sistema de transporte, un mal funcionamiento de la
comunicacion entre las células y, en consecuencia, la muerte neuronal (Brion, 2006; Cash y
col., 2003; Igbal y Grunde-Igbal, 2006).

Por otro lado, la fosforilacion de la proteina tau también aumenta su adherencia, lo
que explica su tendencia a la agregacion en forma de filamentos helicoidales pareados (FHP)
cuando se encuentra en un estado hiperfosforilado. Estos FHP aparecen en numerosas
enfermedades neurodegenerativas, como en la EA, y suelen encontrarse intraneuronalmente,
enlazados helicoidalmente formando los ovillos neurofibrilares (ONFs) o alrededor de las

placas de amiloide (Ihara, 2006) (Figura 2).

En el cerebro humano, se ha demostrado que estas alteraciones de la proteina tau
estan fuertemente vinculadas al proceso de envejecimiento. En el envejecimiento “normal o
fisioldgico”, los ONFs son escasos y se localizan fundamentalmente a nivel de sistema
limbico. Sin embargo, en el envejecimiento llamado “patoldgico”, el numero de ovillos
aumenta considerablemente y el patron de localizacion se expande hacia la zona temporal
media en direccion a la corteza temporal, y de ahi al resto de la corteza, dando lugar a una
arquitectura neurofibrilar desorganizada (DeKosky, 2002). Por ello, la relacion entre la
hiperfosforilacion de tau con la edad y con la degeneracién neuronal, paralelamente al hecho
de ser el primer patron de degeneracién observado en la EA, hacen que este marcador sea

importante a la hora de encontrar un modelo animal vélido de envejecimiento o de EA.
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Figura 2. Alteracion de los microtibulos derivada de la fosforilacion de la proteina tau. Cuando tau se
hiperfosforila, los microtibulos se desintegran colapsando el sistema de transporte de la neurona. La
hiperfosforilacién aumenta su adherencia, lo que explica su tendencia a agregarse en forma de filamentos
helicoidales pareados, que son capaces de enlazarse helicoidalmente formando los ONFs. La fosforilacién
puede ocurrir en aproximadamente 79 residuos de serina/treonina por dos tipos diferentes de cinasas: las
dirigidas a prolina, (GSK-3p3, Cdk5, p38 y JNK) y las no dirigidas a prolina (MARK, CaMKIl, PKA y PKC).
(Adaptado de Querfurth y LaFerla, 2010).

El estado de fosforilacion de la proteina tau depende del equilibrio entre la actividad
de diversas cinasas y fosfatasas. Esta proteina puede ser fosforilada, aproximadamente, en
79 residuos (Goedert y col., 1989). Hasta la fecha, se han identificado una serie de
serina/treonina cinasas que podrian ser las responsables de su fosforilacion, entre las que se
incluyen la cinasa glicogeno sintasa (GSK-3p), la cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) y las
proteinas cinasas activadas por estrés, entre las que se destaca la c-Jun-N-terminal cinasa
(UNK) (Avila, 2004; Ferrer y col., 2005; Igbal y col., 2005).

La implicacion de la cinasa GSK-3f en procesos patoldgicos es tal, que su
sobreexpresion provoca un dafo importante en la capacidad de aprendizaje y en la memoria
(Hernandez y col., 2002; Hooper y col., 2007; 2008), una hiperfosforilacién de tau (Cho y
Johnson, 2003; 2004; Hanger y col., 1992; Lovestone y col., 1994), una exacerbacion de la
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respuesta inflamatoria inducida por la microglia alrededor de las placas de amiloide
(Rodionova y col., 2007) y la induccién de procesos proapoptoicos que conducen a la pérdida
neuronal (Baki y col., 2003; Turenne y Price, 2001). Teniendo estas consideraciones en
cuenta, se ha propuesto a la GSK-38 como una diana fundamental a la hora de abordar el
estudio de las enfermedades que presenten hiperfosforilaciéon de la proteina tau, también

llamadas taupatias.

La fosfoinositol 3 cinasa (PI3K) es una proteina implicada en vias de sefializacion
cruciales para la supervivencia celular en un elevado numero de tipos celulares, entre ellos
las neuronas (Brunet y col., 2001). Tras la activacién de los correspondientes receptores, en
respuesta a algunas sustancias como determinadas citoquinas o factores de crecimiento se
activa la PI3K. Esto lleva a un reclutamiento de la PI3K hacia la membrana y a la produccion
de fosfatidil-inositol-3-fosfato (PI3P), que se une a la proteina Akt, produciendo su
fosforilacion (p-Akt) y, en consecuencia, su activacion. La p-Akt fosforila a la GSK-3p en el
residuo serina 9, provocando su inactivacion (Yang y col., 2004). Es esta inactivacion de la

GSK-3p la que evita la fosforilacion de tau mediada por esta cinasa (Figura 3).

Figura 3. Via de sefalizacion PI3K/p-Akt/p-GSK-3p. La PI3K tras su activacion a través de los correspondientes
receptores, en respuesta a algunas sustancias como determinadas citoquinas o factores de crecimiento, se une
a la proteina Akt promoviendo su fosforilacion (p-Akt) y activacion. La p-Akt activa es capaz de fosforilar la GSK-
3B en el residuo Ser9 provocando su inactivacion. La inactivacion de la GSK-3B evitaria la fosforilacion de tau
mediada por esta cinasa. (Adaptado de Schloesser y col., 2008).

La Cdk5 es una cinasa clave para la regulacion del ciclo celular. Su actividad se
regula a través de la asociacion con sus activadores especificos, p35 y p39 (Dhavan y Tsai,
2001). Sin embargo, varias investigaciones sugieren que la activacion anomala de Cdk5

también juega un papel importante en la patogénesis de algunas enfermedades
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neurodegenerativas, como la EA (Ahlijanian y col., 2000). En determinadas condiciones
patoldgicas se produce un aumento de la concentracion de calcio intracelular y, en
consecuencia, la activacion de determinadas proteinas dependientes del mismo entre las que
se encuentra la proteasa calpaina. Una vez activada, la calpaina produce la protedlisis de
p35, dando lugar a una molécula més estable, p25, que se une a Cdk5 provocando su
activacion (Patrick y col., 1999). El complejo Cdk5/p25 es responsable de inducir la
fosforilacion de un nimero elevado de proteinas citosdlicas, principalmente tau (Kusakawa y
col., 2000; Lee y col., 2000) (Figura 4).

Figura 4. Via de sefializacién Cdk5/p25. Distintos factores neurotéxicos, como el estrés oxidativo hacen que en
las neuronas se active la calpaina, que corta p35 en p25 permitiendo el acceso de Cdk5 a otros sustratos.
Ademas p25, mas estable que p35, provoca la hiperactivacion de Cdk5 con la consecuente hiperfosforilacién de
la proteina tau, alteracidn de la estructura del citoesqueleto y muerte neuronal. (Adaptado de Dhavan y Tsai,
2001).

Estudios recientes llevados a cabo en el raton SAMP8, han proporcionado un
conocimiento mas profundo acerca del proceso de fosforilacion de tau en el envejecimiento.
De hecho, Canudas y col. (2005) han demostrado una hiperfosforilacién de la proteina tau en
los residuos Ser396, Ser404 y Thr231, en la corteza, hipocampo y estriado de los SAMP8 a
los 5 meses de edad. Estos cambios iban acompafados por un aumento de la actividad
Cdk5/p25 y de la expresion de Cdk5, mientras que no se observaron cambios en la actividad
de la GSK-3B. Sin embargo, en otro estudio posterior realizado por Tajes y col. (2010), se
demostrd una mayor activacion de GSK-3B (p-GSK-3B en el residuo Tyr216) en ratones
SAMP8 de 3 meses de edad, al compararlos con ratones SAMR1. Es importante tener en
cuenta que la administracion de melatonina (Gutiérrez-Cuesta y col., 2007) o cloruro de litio

redujeron tanto la activacion de GSK-3f3 como la de la via Cdk5/p35/p25, produciendo una
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reduccion de los niveles de p-tau. Estos estudios sugieren que ambas vias juegan un papel

importante en la hiperfosforilacion de tau en el raton SAMPS.

Otra proteina que parece ser crucial en la fosforilacion de tau es JNK, cinasa que se
activa por distintas formas de estrés celular y ambiental (Borsello y Forloni, 2007; Davis,
2000; Ploia y col., 2011; Yoshida y col., 2004). Ademas, se ha propuesto a la forma
fosforilada de JNK (p-JNK) como un indicador de procesos neurodegenerativos (Tajes y col.,
2010). Al hilo de esta hipdtesis, se ha asociado la aparicién de algunas enfermedades
neurodegenerativas, como la EA, con niveles elevados de determinadas citoquinas
inflamatorias, gliosis y EROs (Mc Geer y Mc Geer, 1995), que pueden ser, al menos en parte,
responsables de la activacion de dicha cinasa y por lo tanto de la hiperfosforilacién de tau en
el transcurso de la enfermedad.

Una de las principales proteinas responsables de la activacion y de la fosforilacion de
JNK es la cinasa cinasa activada por mitogenos 4 (MAPKK4), cuya sobreexpresion se ha
asociado con el desarrollo de la EA y otros procesos neurodegenerativos (Butterfield y Poon,
2005). En este sentido, un estudio previo ha descrito un aumento de los niveles de ARNm de
la proteina MAPKK4 en el hipocampo de los ratones SAMP8 (Kumar y col., 2000b). Ademas,
recientemente se ha demostrado que los ratones SAMP8, en comparacion con los SAMR1,
presentan un aumento en la fosforilacion de JNK (p-JNK) que es significativa desde los 3
meses de edad (Tajes y col., 2010). Sin embargo, el grado de implicacion de JNK en la

hiperfosforilacion de tau que presentan estos animales no ha sido aun del todo esclarecido.

Por otro lado, Alvarez-Garcia y col. (2006) encontraron niveles elevados de a-
sinucleina en el cerebro del raton SAMP8. Esta proteina juega un papel importante en
algunos trastornos neurodegenerativos como potente inductor de la hiperfosforilacién de tau,
por lo que su sobreexpresion en este modelo animal podria explicar también, al menos en

parte, la patologia tau que presentan estos ratones.
3.3.3. La patologia amiloide

El AB es producido por el corte de la proteina precursora del amiloide (APP). La APP
es una proteina transmembrana ubicua cuya funcion no estd del todo bien establecida,
aunque parece jugar un papel importante en el mantenimiento de la estructura axonal. Posee
una porcion intracelular pequefia que contiene el extremo carboxilo terminal, una region

transmembrana y una porcion extracelular relativamente larga (Figueiredo-Pereira y col.,
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1999) (Figura 5). El procesamiento de la APP puede ocurrir en todas sus localizaciones
(membrana plasmatica, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico o en las membranas de los
endosomas, lisosomas o mitocondrias), liberandose el péptido AB directamente al espacio
extracelular o al intracelular. Este procesamiento puede seguir dos vias metabdlicas distintas
(Figura 6).

Figura 5. Estructura de la APP (adaptado de www.nia.nih.gov). Cel: célula; APP: proteina precursora del
amiloide; ApB: péptido B-amiloide.

- Procesamiento no amiloidogénico: En condiciones normales, se produce
principalmente el procesamiento no amiloidogénico de la APP, donde la enzima a-secretasa
corta la porcion intermedia correspondiente a la region del péptido AP, concretamente en la
Lys16, dando origen a una proteina larga que se compone de practicamente toda la region
extracelular de la APP y que es excretada al medio extracelular nada mas ser cortada
(aAPPs), y a un péptido de 83 aminodcidos denominado C83 (Yamazaki y col., 1996). Este
ultimo es procesado posteriormente por accion de la y-secretasa, produciendo un péptido
conocido como p3, y el fragmento C-terminal de la proteina precursora del amiloide (AICD,
amyloid precursor protein intracellular domain) (Lammich y col., 1999). Se ha descrito que
tanto el fragmento aAPPs como el C83 poseen efectos beneficiosos en cultivos neuronales
que se asocian a la supervivencia celular, interaccion célula-matriz intersticial, crecimiento
neuritico, formacion sinaptica y plasticidad neuronal (Jin y col., 1994; Meziane y col., 1998;
Pérez y col., 1997; Shivers y col., 1988).

- Procesamiento amiloidogénico: En el metabolismo amiloidogénico, la B-
secretasa realiza un corte en el extremo amino terminal de la regién del péptido AB (Sinha y
col., 1999; Vassar y col., 1999; Yang y col., 1999), generando dos fragmentos: uno distal, que
segrega al medio extracelular, conocido como BAPPs, y un péptido de 99 aminodcidos unido

a la membrana, denominado C99, que contiene todo el péptido AR y el extremo carboxilo de
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la APP. Este fragmento es internalizado rapidamente hasta el compartimento lisosomal,
donde sufre una nueva digestion proteolitica por la y-secretasa, generandose un péptido de
55-57 aminodcidos (AICD) y el péptido AP (Figueiredo-Pereira y col., 1999), que puede variar
entre 38 y 43 aminoacidos (Selkoe, 2001a; 2001b; Younkin, 1998). En humanos, la especie
mayoritaria de AP es aquella que contiene 40 aminoécidos (APB4o) pero, aunque de manera
minoritaria (10-15%), la y-secretasa produce también péptidos de 42 aminodcidos (ABa2). En
cambio, en determinadas lineas de modelos animales de EA, la forma que se produce
mayoritariamente es la de 42 aminodcidos (Sabbagh y col., 2008). Se ha descrito que la
relacion entre la forma de 42 aminodacidos y la de 40 puede ser también importante en la

etiologia de la enfermedad (Mayeux, 2003; Wiltfang y col., 2007).

Procesamiento no amiloidogénico Procesamiento amiloidogénico
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Figura 6. Procesamiento de la APP. Procesamiento no amiloidogénico: la enzima a-secretasa corta la porcion
intermedia de la region del péptido AB, dando origen a una proteina larga que es excretada al medio
extracelular (aAPPs), y un péptido de 83 aminodcidos (C83). Este es procesado por la y-secretasa
produciendo el péptido p3 y el fragmento C-terminal del APP (AICD). Procesamiento amiloidogénico: La -
secretasa realiza un corte en el extremo amino terminal de la regidn del péptido AB, generando un fragmento
distal (BAPPs), y un péptido de 99 aminodcidos (C99). Este fragmento sufre un nuevo corte por la y-secretasa,
generandose el AICD y el péptido AB. (Adaptado de Querfurth y LaFerla, 2010).

Pese a que no existe uniformidad de criterios sobre la importancia de los fragmentos
derivados de la APP en la patologia de la EA, la hipétesis de la cascada amiloide postula
que en la EA se produce un desequilibrio inicial entre la produccion y el aclaramiento del
péptido AP que conduce a una acumulacion de éste a nivel cerebral (Selkoe, 1997; Sheng y

Kim, 2002). Esta acumulacion desencadenaria fendmenos como la formacion de ONFs,
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excitotoxicidad glutamatérgica, estrés oxidativo, inflamacion y activacion de la apoptosis
celular (Hardy y Selkoe, 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Hipdtesis de la cascada amiloide. El acimulo de AR a nivel cerebral, desencadena la formacion de
ONFs, inflamacion, excitotoxicidad glutamatérgica, estrés oxidativo y activacion de la apoptosis celular.
(Adaptada de Cummings, 2004).

Esta hipdtesis se sustenta en el componente genético de la EA, puesto que se ha
demostrado que las mutaciones que presentan los pacientes que padecen la EAF, ya sea a
nivel de la APP o de las presenilinas (proteinas que forman parte del complejo y-secretasa),
conducen a una mayor produccion del péptido APa2. A este respecto, es importante sefialar
que la mayoria de los pacientes de EA se encuadran dentro de la EAE, que no se encuentra
asociada a mutaciones genéticas (Blennow y col., 2006; Turner, 2006) y s6lo una pequefia
proporcion de pacientes poseen alguna de las formas familiares de la EA. En cualquier caso,
el AP acumulado sufriria un cambio de conformacién que facilitaria su agregacion en
oligdmeros solubles y, posteriormente, en fibras insolubles que se depositarian en forma de

placas.

La B-secretasa es la enzima limitante en la produccion de AP, por esto constituye una
diana importante para el desarrollo de posibles farmacos para el tratamiento de la EA. Hay
distintas -secretasas que juegan un papel crucial en la producciéon de AB. Hasta hace
relativamente poco tiempo se afirmaba que BACE1 era la B-secretasa principal responsable
del procesamiento de la APP. Recientemente se ha demostrado que hay otra -secretasa, la

Catepsina B, que presenta una mayor eficiencia en el procesamiento de la APP no mutada
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para el sitio de la B-secretasa (Hook y col., 2005). Paralelamente, se ha descrito que BACE1
metaboliza mejor la APP con la mutacion sueca (Schechter y Ziv, 2008). Puesto que, como se
ha mencionado anteriormente, la mayor parte de los casos de EA no responden a una causa
genética, Catepsina B se plantea como una nueva diana terapéutica en el tratamiento de la
EA (Hook y col., 2008).

Algunos estudios indican que un procesamiento anormal de la APP podria contribuir
al aumento del estrés oxidativo y al déficit cognitivo observados en el ratbn SAMP8
envejecido (Butterfield y Poon, 2005). En este sentido, un estudio reciente llevado a cabo por
Zhou y col. (2012), ha demostrado que la actividad de la B-secretasa en el hipocampo de los
ratones SAMP8 es mayor que la encontrada en los SAMR1, sugiriendo que este aumento de
la actividad B-secretasa, asociado a la edad, podria ser el responsable de la produccion y
acumulacion de A en el cerebro del ratdn SAMP8. Ademas, observaron que la expresion del
ARNm de BACE1 en el hipocampo de los ratones SAMP8 de 12 meses de edad y la
expresion del ARNm de la Catepsina B en la corteza cerebral de estos ratones de 2 y 6

meses de edad era significativamente mayor que la de los ratones SAMR1 de la misma edad.

Asimismo, investigaciones realizadas en el raton SAMP8 sobre la molécula de APP
han descrito que, a nivel de aminoacidos, la homologia observada con otras secuencias de
APP pertenecientes a otros ratones fue de 99.2%. Se observo ademas que la APP del raton
SAMP8 no presentaba mutaciones relacionadas con la EAF (Kumar y col., 2001) pero que,
sin embargo, su expresion va aumentando proporcionalmente con la edad (Kumar y col.,
2000b), lo que se ha asociado con un aumento de la gliosis, con un incremento de GFAP
(Nomura y col., 1996) y con el deterioro del aprendizaje y de la memoria observado en el
ratdbn SAMP8 (Morley y col., 2000). De hecho, estudios en los que se administrd
intracerebroventricularmente un oligonucledtido antisentido frente a la regién AB del gen de la
APP en los ratones SAMP8 demostraron una reduccién en el nivel de APP en distintas
regiones cerebrales (entre las que se incluye el hipocampo), una disminucion de la
peroxidacion lipidica y de la oxidacion proteica, y una mejora significativa en el déficit del

aprendizaje y de la memoria (Kumary col., 2000a; Poon y col., 2004).

Respecto al péptido AP, algunos estudios mostraron un aumento del mismo asociado
a la edad en el ratdn SAMP8 que se relaciond con el déficit cognitivo observado en los
ratones. Este péptido se localiza en regiones que se encuentran afectadas en la EA, incluido
el hipocampo (Fukunari y col., 1994; Takemura y col., 1993). Ademas, investigaciones mas
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recientes han descubierto que tras la administracion por via intracerebroventricular (Morley y
col., 2002) o por via intravenosa (Banks y col., 2007) de anticuerpos anti-Ap se produce una
reduccion de los depositos de AP y se consigue revertir los déficits del aprendizaje y de la

memoria observados en el ratén SAMPS.

Adicionalmente, un articulo reciente de Del Valle y col. (2010) ha demostrado por
primera vez que desde los 6 meses de edad, los ratones SAMP8 ya presentan depdsitos de
AB en el hipocampo, que van aumentando con la edad tanto en nimero como en extension.
Este estudio sugiere que el raton SAMP8 podria ser una herramienta util para entender los
mecanismos implicados en los depdsitos de AP en el envejecimiento. Sin embargo, la
presencia de placas de AB en el hipocampo de los ratones SAMP8 no se ha detectado hasta

los 18 meses de edad (revisado por Pallas y col., 2008).

Por otro lado, otros marcadores relacionados con el péptido AB y con la EA, como la
apolipoproteina E (ApoE; Wei y col., 1999) y la Presenilina 1 (PS1), también se encuentran
alterados en este modelo de ratdén (Kumar y col., 2009). Con respecto a la ApoE, se ha
descrito una reduccion en la expresion del ARNm de esta proteina en el hipocampo del ratdn
SAMP8 que podria afectar a la plasticidad neuronal y a la produccion de AP, asi como
contribuir al deterioro del aprendizaje y de la memoria. De la PS1 cabe destacar que, junto
con otras proteinas, forma parte del complejo que constituye la y-secretasa. Los resultados
obtenidos por Kumar y col. (2009) muestran que la secuencia de ADNc de la PS1 es idéntica
a la de otros tipos de ratdn, aunque se observa se observa un incremento en la expresion de
la PS1 en el hipocampo de los ratones SAMP8 que puede alterar el balance estequiométrico

del complejo y-secretasa, favoreciéndose el procesamiento amiloidogénico de la APP.
3.3.4. Gliosis

La patologia glial descrita en el cerebro envejecido es otro factor importante que
contribuye a la neurodegeneracion asociada a la edad (Sastre y col., 2006). La activacion
rapida de los astrocitos que tiene lugar en eventos patogénicos conduce a un aumento en la
sintesis de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP). De hecho, son numerosos los estudios que
demuestran un aumento de los niveles de expresion de GFAP y una hipertrofia de los

astrocitos en cerebros de pacientes de EA (Beach y Mc Geer, 1988; Kashon y col., 2004).

En este sentido, varios estudios han demostrado que el ratdn SAMP8 presenta una

similar, aunque no idéntica, expresion de estos marcadores. De hecho, mediante la técnica
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de fijacion de radioligandos o “binding” se demostré un aumento de la gliosis asociado a la
edad en la corteza cerebral y en el hipocampo de ratones SAMP8, asi como un aumento de
la inmunoreactividad de GFAP (Nomura y col., 1996). Investigaciones mas recientes han
confirmado estos resultados demostrando una marcada astrogliosis y microgliosis en la
corteza cerebral de ratones SAMP8 de 5 meses de edad, en comparacion con sus

respectivos ratones control SAMR1 (Sureda y col., 2006).

Estudios similares realizados mediante técnicas de inmunohistoquimica, western blot
y RT-PCR han demostrado un aumento significativo de GFAP, tanto a nivel de la proteina
como del ARNm, en el hipocampo de ratones SAMP8 envejecidos, en comparacion con
ratones de la misma edad pertenecientes a la cepa SAMR1 (Wu y col., 2005).

3.3.5. Otras alteraciones neuropatoldgicas

Otras caracteristicas bioquimicas que presenta el ratdbn SAMP8 y que podrian estar
participando en su déficit cognitivo son alteraciones en los sistemas de neurotransmision
glutamatérgica, colinérgica y noradrenérgica (Nomura y Okuma, 1999). Se ha descrito un
aumento en los niveles de algunos neurotransmisores, como glutamato, aspartato, y GABA
en los ratones SAMP8 a los 10 meses de edad, en comparacion con ratones de la misma
edad pertenecientes a la cepa control SAMR1, lo que podria indicar un deterioro de las
terminales nerviosas en los ratones SAMP8 afosos (Kitamura y col., 1992). Ademas, es bien
conocido que la acumulacion local de aminodcidos excitatorios lleva consigo la aparicion de
efectos neurotdxicos. Por otro lado, estudios encaminados a analizar la actividad de
receptores de distintos neurotransmisores han demostrado una disminucion de la actividad de
los receptores muscarinicos para acetilcolina en el hipocampo y un aumento de la actividad
de los a-adrenoreceptores en la corteza frontal de los ratones SAMP8, en comparacion con
los ratones SAMR1 (Kitamura y col., 1989).

Por otro lado, se ha descrito que este ratdn muestra una alteracién de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) que podria ser la causa de la
acumulacién andémala de algunas proteinas en el cerebro del SAMP8 afioso (Ueno y col.,
1993; 1996).

Paralelamente, otros estudios realizados pusieron de manifiesto la existencia de una
serie de alteraciones de genes asociados a la EA en este modelo de ratén. Se ha
encontrado una disminucion de los niveles del ARNm de los receptores de glucocorticoides y
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mineralocorticoides (GR-a y MR, respectivamente) en el hipocampo de los ratones SAMP8 en
comparacion con los ratones SAMR1 (Wei y col., 1999). En este mismo estudio se demostrd
que los SAMP8 presentaban un aumento de los niveles de ARNm de la proteina bcl-2q, la
presenilina 2 (PS2) y de la proteina tau. Estos resultados indicaron que algunos genes que se
expresan de manera anémala en el cerebro de los pacientes de EA se encuentran también
alterados en el ratdbn SAMP8, lo que podria contribuir al deterioro de los procesos de

aprendizaje y de la memoria observado en este modelo de raton.

Concluyendo, por todas las caracteristicas aqui descritas, la cepa de ratén con
tendencia al envejecimiento acelerado o raton SAMP8 parece ser un buen modelo murino de
envejecimiento y deterioro cognitivo asociado a la edad. Ademas, puesto que desarrolla de
manera espontanea una neurodegeneracion que se asemeja a la EA esporadica (95% de los
casos de la EA) ya que presenta la mayoria de los marcadores histopatolégicos que la
caracterizan, el ratdbn SAMP8 constituye también un modelo idéneo para el estudio de la
etiologia de esta enfermedad, asi como para la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y

el estudio y desarrollo de futuros tratamientos.
4. El sildenafilo

Las fosfodiesterasas (PDEs) son enzimas encargadas de romper el enlace
fosfodiéster de los nucledtidos ciclicos, AMPc y GMPc, segundos mensajeros que regulan
muchos procesos bioldgicos, por lo que participan en diversas cascadas de sefalizacion
intracelular. En los mamiferos se han identificado 11 familias de PDEs. Algunas de ellas
tienen alta especificidad para el GMPc (PDE5, PDE6, PDE9), otras frente al AMPc (PDE4,
PDE7, PDE8) y otras presentan una especificidad mixta (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10,
PDE11) (revisado por Puzzo y col., 2008). Las PDEs se encuentran distribuidas por todo el
organismo, y la mayoria también se han localizado en el SNC (revisado por Bender y Beavo,
2006). En los ultimos afios se han llevado a cabo muchos estudios utilizando inhibidores de
las PDEs como potenciales agentes terapéuticos. Estos inhibidores aumentan los niveles de
los nucledtidos ciclicos a través del bloqueo de la funcion de la enzima PDE.

El sildenafilo es un inhibidor de la PDES5 y fue el primer farmaco de administracion
oral aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de la disfuncion
eréctil (Viagra®). El descubrimiento de este farmaco (recogido inicialmente bajo el nombre
UK-92480), por la compaiiia farmacéutica Pfizer fue el resultado de una extensa investigacion
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en agentes quimicos potencialmente eficaces en el tratamiento de enfermedades coronarias.
Los primeros ensayos clinicos desarrollados a principios de los 90 no fueron demasiado
prometedores con respecto a su potencial antianginoso; sin embargo, se observd un marcado
efecto secundario en un alto numero de voluntarios que participaron en dichos ensayos; el
sildenafilo parecia facilitar las erecciones. Este efecto secundario pronto se convirtié en el
principal objetivo de estudios posteriores. El compuesto fue patentado en 1996 y dos afos
mas tarde, en 1998, fue aprobado por la FDA para su uso en el tratamiento de la disfuncion
eréctil. EI descubrimiento de este nuevo farmaco reportd a su compania durante los dos
primeros afos en el mercado mas de mil millones de délares y ya en el afio 2005, mas de 20
millones de hombres en todo el mundo fueron tratados con este farmaco, lo que da una idea
aproximada del alcance y la trascendencia de dicho hallazgo fortuito (Kukreja y col., 2005).
Tras la salida del sildenafilo al mercado, otros dos compuestos de la misma familia fueron
patentados por diversas companias farmacéuticas: vardenafilo (Levitra®) de la compahia
Bayer; y tadalafilo (Cialis®) patentado por Icos corporation y Eli Lilly. Aunque sus ventas
descendieron debido a la competencia con estos dos farmacos, asi a como sus propias
falsificaciones y a la aparicion de testimonios de pacientes que sufrian pérdidas de vision con
su consumo, en el afo 2008 sildenafilo reportd a la compafia mas de 1900 millones de

délares.
- Mecanismo de accion

Durante la estimulacion sexual, el 6xido nitrico (NO) es liberado en el cuerpo
cavernoso del pene, lo que conlleva a una activacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs).
Esta activacion enzimatica produce un aumento de la concentracion de guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), responsable de la relajacion muscular, que facilita un aumento del flujo
sanguineo y la consecuente ereccion. El sildenafilo tiene una estructura similar al GMPc
(Figura 8), por lo que se une a lugares especificos de la PDE5 donde se produce la
degradacién de la molécula, provocando la inhibicién de la enzima. Como consecuencia, se

produce un aumento de los niveles de GMPc, facilitdndose de esta forma la ereccion.
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Figura 8. Estructura quimica del GMPc y del sildenafilo.

La PDE5 es una enzima que presenta especificidad por el GMPc. Los niveles
tisulares de GMPc dependen del equilibrio entre la actividad de la GC, responsable de la
formacion de guanosin trifosfato (GTP) y de la PDE5 que cataliza el paso de GMPc a
guanosin monofosfato (GMP). Se ha identificado la expresion de la PDE5 en diversas partes
del cuerpo como los pulmones, las plaquetas, el musculo liso y varias regiones cerebrales
(Bender y Beavo, 2004; Wang y col., 2005), entre las que se incluye el hipocampo, donde
parece jugar un papel importante en procesos de memoria y de potenciacion a largo plazo
(Barad y col., 1998; Beavo, 1995). Por tanto el sildenafilo, al inhibir la PDE5, produce un
aumento en los niveles de GMPc no sélo en el cuerpo cavernoso, sino también en todas
estas partes del organismo. Esto produce una serie de efectos en diversos drganos del
cuerpo, derivados en su mayoria de la activacion de la cinasa dependiente de GMPc (PKG),
lo que ha llevado a muchos grupos de investigacion a explorar las posibles nuevas
aplicaciones de este inhibidor de la PDE5. De hecho, en junio del 2005 la FDA aprobd la
prescripcion de sildenafilo para una nueva indicacion: el tratamiento de la hipertension
pulmonar. Este nuevo registro se hizo en base a los estudios que demostraban su eficacia en
esta patologia (Guazzi y col., 2004), comercializandose bajo el nombre de Revatio® (Pfizer)
(Kane y Klings, 2006; Reichenberger y col., 2006). Asimismo, estudios recientes indican que
el sildenafilo, ademas de presentar muy buena tolerancia y seguridad en el tratamiento de la
disfuncion eréctil e hipertension pulmonar, podria ofrecer nuevas oportunidades terapéuticas

en el tratamiento de enfermedades muy diversas, como son el deterioro cognitivo asociado a
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la edad, el dolor, la esclerosis mdltiple y el infarto cerebral (Uthayathas y col., 2007) (Figura
9).

NO
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Figura 9. Efecto del incremento de los niveles de GMPc sobre diversas funciones del organismo. (Adaptada de
Uthayathas y col., 2007).

- Sildenafilo y neuroproteccion

En los ultimos 10 afios, numerosas investigaciones han centrado sus esfuerzos en

valorar el potencial terapéutico del sildenafilo a nivel de SNC.

En este sentido, algunos estudios han demostrado que el sildenafilo podria potenciar
la neurogénesis a través de un aumento de los niveles de GMPc. El NO influye en el
proceso de neurogénesis y en el desarrollo del cerebro en la etapa prenatal a través del
GMPc (Chen y col., 2004). De hecho, el crecimiento neuronal y los niveles de GMPc
disminuyen de forma paralela con la edad (Taddei y col., 2001). Estudios en los que se ha
administrado sildenafilo en cultivos celulares han demostrado que este farmaco aumenta los
niveles de GMPc y favorece la neurogénesis en estas células (Wang y col., 2005). Este
mismo efecto también se ha observado en estudios animales, donde el tratamiento con
sildenafilo fue capaz de favorecer la recuperacion funcional y la neurogénesis después de
una isquemia cerebral en la rata (Zhang y col; 2002; 2006).
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Por otro lado, estudios recientes de nuestro equipo de investigacion han demostrado
que el sildenafilo revierte los déficits serotoninérgicos producidos por el derivado
anfetaminico: 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) (Puerta y col., 2009) y disminuye de
forma significativa la pérdida neuronal producida por la toxina mitocondrial &cido 3-

nitropropidnico en rata (Puerta y col., 2010).

En relacién con otras enfermedades del SNC, algunos estudios han resaltado que el
sildenafilo mejora los sintomas clinicos en un modelo animal de esclerosis multiple (Pifarré
y col., 2011). Esta neuroproteccidn observada podria resultar de la prevencion de la pérdida
axonal, de la disminucion de la activacion de la microglia, y del fendmeno de remileinacion
producida por el sildenafilo. Cabe destacar también que se ha descrito un aumento de la
actividad antidepresiva de la amitriptilina al administrarla en combinacién con sildenafilo en

el raton (Socala y col., 2012).
- Sildenafilo y memoria

En los ultimos afos, varios trabajos han demostrado que los inhibidores de la PDE5
pueden contrarrestar los déficits en la memoria a largo plazo causados por agentes
farmacoldgicos o por el envejecimiento fisioldgico en la rata (Devan y col., 2004; 2006; Erceg
y col., 2005; 2006). En linea con estos estudios, se ha demostrado que la inhibicion de la
PDES5 contrarresta el deterioro del aprendizaje espacial inducido por la inhibicion de la NOS
(Devan y col., 2005; 2006) y por el bloqueo de los receptores colinérgicos muscarinicos

producido por escopolamina en la rata (Devan y col., 2004).

En otros trabajos de investigacion se ha observado que el sildenafilo juega un papel
importante en el proceso de retencion a largo plazo en el ratdn mediante la modulacion de
mecanismos implicados en almacenamiento de la memoria (Baratti y Boccia, 1999).
Adicionalmente, un estudio posterior demostrd que esta mejora de la memoria es dosis-
dependiente (Singh y Parle, 2003). Ademas, la inhibicion de la PDE5 mejora la memoria
sobre el reconocimiento del objeto (Prickaerts y col., 2002; 2004; Rutten y col., 2005), y la
administracion directa del sildenafilo en el hipocampo produce una mejora significativa en la
memoria de los ratones sometidos al test de reconocimiento de objeto (Monfort y col., 2004;
Rutten y col., 2005).

Recientemente, dos estudios han demostrado que el sildenafilo es capaz de mejorar
el déficit cognitivo descrito en dos modelos de raton transgénicos de EA. En el primer trabajo,
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Puzzo y col. (2009) asocian esta mejora cognitiva en el raton doble transgénico APP/PS1 a
una reduccién de los niveles del péptido AB. En el segundo estudio, sin embargo, en ratones
Tg 2576 de 16 meses de edad la reversion de los déficits cognitivos va acompafiada de una
mejora significativa de la patologia tau pero no del péptido AB (Cuadrado-Tejedor y col.,
2011). Estos y otros estudios sugieren el potencial de los inhibidores de la PDE5 como
farmacos neuroprotectores, asi como su eficacia en el tratamiento de diversas alteraciones
del SNC.
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Planteamiento y Objetivos

Debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminucion de la tasa de natalidad,
la proporcidon de personas mayores de 60 afos esta aumentando mas rapidamente que
cualquier otro grupo de edad en casi todos los paises. El envejecimiento de la poblacion
puede considerarse un éxito de las politicas de salud publica y el desarrollo socioeconémico,
pero también constituye un reto para la sociedad, que debe adaptarse a ello para mejorar al
maximo la salud y la capacidad funcional de las personas mayores, asi como su participacion
social y su seguridad. La enciclopedia britanica define el envejecimiento como “El cambio
gradual e intrinseco en un organismo que conduce a un riesgo creciente de vulnerabilidad,
pérdida de vigor, enfermedad y muerte”. No existe una teoria sobre el envejecimiento que
pueda explicarlo completamente, posiblemente se deba a una serie de factores que
interactian sobre el organismo a lo largo del tiempo. El envejecimiento es un proceso
universal y heterogéneo del que falta mucho por comprender. Estamos lejos de encontrar la
‘formula de la eterna juventud”, si bien, mas importante que dar afos a la vida, es dar vida a
los afos, o lo que es lo mismo: aumentar la “calidad de vida”. Esto explica el interés creciente
por desentraiar los interrogantes que encierra el envejecimiento y asi mejorar la calidad de

vida de las personas mayores ademas de disminuir las patologias asociadas a dicho proceso.

Tal como ha quedado expuesto en la introduccion, el ratén de senescencia acelerada
SAMP8 ha sido propuesto como un buen modelo para el estudio de las bases moleculares
que subyacen al deterioro cognitivo asociado a la edad asi como a la EA esporadica ya que,
ademds de presentar alteraciones cognitivas, estos animales muestran los principales
marcadores histopatoldgicos de dicha enfermedad neurodegenerativa. A pesar de que son
numerosos los estudios centrados en determinar cuéles son los mecanismos intracelulares
responsables de dichas alteraciones, éstos aun no se conocen con exactitud. El presente
trabajo tiene como objetivo general el estudio de las principales cascadas de sefializacion
intracelular implicadas en el efecto beneficioso del sildenafilo sobre las patologias tau y
amiloide responsables de los déficits cognitivos que presenta este modelo animal a distintas
edades. Ademas, un mayor conocimiento sobre estas vias de sefalizacidn nos permitira
identificar nuevas dianas terapéuticas asi como proponer potenciales farmacos para el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento.
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Planteamiento y Objetivos

Los objetivos concretos del presente trabajo son:

1. Teniendo en cuenta estudios previos que demuestran el potencial beneficioso de los

inhibidores de la PDE5 en el SNC, nos planteamos, como primer objetivo, valorar el efecto del

sildenafilo sobre el deterioro cognitivo que muestran los ratones SAMP8 a los 6 y 9 meses de

edad.

2. A continuacion, una vez demostrado el efecto beneficioso del sildenafilo sobre los déficits

cognitivos que muestran estos animales, nos propusimos determinar los mecanismos

moleculares responsables de dicho efecto. En concreto se analizé el:
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2.1. Efecto del sildenafilo sobre la patologia tau en ratones SAMP8 y SAMR1 de 6y 9
meses de edad. En particular se analizard la modulacion por sildenafilo de las
principales cascadas intracelulares responsables de la fosforilacion de tau, las vias
Cdkb/p25 y Akt/GSK-3[3, asi como los niveles de fosforilacidn de la proteina tau en

distintos residuos. El desarrollo de este objetivo se corresponde con el capitulo |11

2.2. Efecto del sildenafilo sobre el procesamiento amiloidogénico de la APP y los
niveles del péptido AB en ratones SAMP8 y SAMR1 de 9 meses de edad. Para ello,
se pretende valorar el efecto de sildenafilo sobre dos de las principales 3-secretasas
responsables del procesamiento amiloidogénico, BACE1 y Catepsina B, asi como sus
principales proteinas moduladoras, calpaina/p25 y Akt/GSK-3 respectivamente. El
desarrollo de este objetivo queda reflejado en el capitulo V.

2.3. Efecto del sildenafilo sobre JNK y la implicacion de esta cinasa en la patologia
tau y en el déficit cognitivo que se observa en los ratones SAMP8 de 6 meses de
edad. Con este fin, se administrara un inhibidor de p-JNK a los ratones y se estudiara
el estado de fosforilacion de la proteina tau. Este objetivo se desarrolla en el capitulo
V.
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Resumen

El envejecimiento esta asociado con un deterioro de la capacidad cognitiva y con un
aumento del riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas. En el presente estudio,
quisimos probar si el inhibidor especifico de la fosfodiesterasa 5 sildenafilo, podria mejorar el
deterioro cognitivo asociado a la edad que presenta el ratdn con tendencia al envejecimiento
acelerado SAMP8. La administracion de sildenafilo (7.5 mg/kg durante 4 semanas) a ratones
SAMP8 de 6 meses de edad produjo revirtié el deterioro del aprendizaje y de la memoria
espacial que mostraron estos animales en el Test del Laberinto Acuatico de Morris. También
se observé una disminucion de la hiperfosforilacion de la proteina tau (epitopo AT8 pero no
PHF-1) en el hipocampo de los ratones tratados con el farmaco. Este efecto podria estar
ligado a la disminucion de la expresion cinasa dependiente de ciclina (Cdk5), asi como en su
actividad (ratio p25/p35). Por otro lado, el sildenafilo fosforila a la proteina Akt, hecho que se
asocia con un aumento en la fosforilacion de la cinasa glicogeno sintasa 3p (GSK-3p). Este
efecto podria explicar la reduccion de la hiperfosforilacion de tau observada tanto en el
epitopo AT8 como en el PHF-1y la mejora del déficit cognitivo que presentaron los ratones
SAMP8 de 9 meses de edad. Por todo ello, el sildenafilo podria ser un farmaco beneficioso
en los trastornos cerebrales asociados a la edad y, podria proponerse como candidato

emergente para el tratamiento de otras enfermedades neurodegenerativas.

59



Sildenafil improves Tau pathology in SAMP8 mouse

Abstract

Aging is associated with a deterioration of cognitive performance and with increased
risk of neurodegenerative disorders. In the present study we tested whether the specific
phosphodiesterase 5 inhibitor sildenafil could ameliorate the age-dependent cognitive
impairments shown by the senescence-accelerated mouse prone-8 (SAMP8). Sildenafil
administration (7.5 mg/kg for 4 weeks) to 6-month old SAMP8 mice attenuated spatial learning
and memory impairments shown by these mice in the Morris Water Maze. Tau
hyperphosphorylation (AT8 but not PHF-1 epitope) shown by SAMP8 mice at this age was
also decreased in the hippocampus of sildenafil-treated mice, an effect probably related to a
decrease in cyclin-dependent kinase 5 protein expression and activity (p25/p35 ratio).
Interestingly, sildenafil also phosphorylated Akt, which was associated with an increase of
glycogen synthase kinase-33 phosphorylation, providing a plausible explanation for the
reductions in tau hyperphosphorylation (AT8 and PHF-1 epitopes) and attenuation of cognitive
deficits shown by 9-month-old SAMP8 mice. Overall, sildenafil might be beneficial in age-
related brain dysfunction and could be an emerging candidate for the treatment of other

neurodegenerative diseases.
Keywords:

Aging; Akt; Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5); Glycogen synthase kinase-3p (GSK-3);
SAMPS8; Senescence accelerated; Sildenafil; Tau
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1. Introduction

Aging in humans, as well as in experimental animals, is associated with a
deterioration of cognitive performance particularly of learning and memory and with increased
risk of neurodegenerative disorders (Barzilai et al., 2006; Mehta, 2007). Undoubtedly,
identifying the key markers and how they interact to turn benign aging into pathologic seems a
crucial step for the development of therapeutic strategies to prevent or hinder the progression

of aging and neurodegenerative diseases.

The senescence-accelerated mouse (SAM) is comprised of 14 strains derived from
selective inbreeding of the AKR/J strain (Takeda et al., 1981). One of these substrains, the
senescence-accelerated mouse prone-8 (SAMP8) strain manifests irreversible advancing
senescence and shares similar characteristics with aged humans such as a reduced lifespan,
lordosis, hair loss, and reduced physical activity (Hamamoto et al., 1984; Takeda et al., 1994),
whereas the senescence-accelerated mice resistant-1 (SAMR1) strain presents a normal
aging pattern (Takeda, 1999). Interestingly, SAMP8 mice also exhibit age-related learning and
memory deficits, as well as amyloid-like deposits in the brain (Del Valle et al., 2010; Tomobe
and Nomura, 2009). Among other changes, increased expression of hyperphosphorylated tau
has also been detected in SAMP8 mice (Canudas et al., 2005). Given such features, SAMP8
mice have been proposed as 1 plausible age-associated Alzheimer's disease (AD) animal
model (Liu et al., 2010; Pallas et al., 2008), and a suitable rodent model for studying the
molecular mechanisms underlying cognitive impairment in aged subjects (Tomobe and
Nomura, 2009).

Sildenafil is a phosphodiesterase-5 (PDE5) inhibitor initially approved for the
treatment of erectile dysfunction and nowadays also for pulmonary arterial hypertension
(Mostafa, 2008). Besides its medical applications, several studies have shown that sildenafil
improves memory in rats (Prickaerts et al., 2002) and mice (Baratti and Boccia, 1999; Rutten
et al., 2005) and attenuates cognitive deficits caused by nitric oxide synthase inhibition,
blockade of muscarinic cholinergic receptor (Devan et al., 2004; 2006; 2007), diabetes, or
electroconvulsive shock (Patil et al., 2006). Moreover, Puzzo et al. (2009) have recently
demonstrated that sildenafil also restores the cognitive function in a transgenic mouse model
of AD.
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Based on these premises, the aim of the present study was to explore whether
sildenafil could reverse the memory impairments shown by SAMP8 mice as well as the
underlying mechanisms. In particular, we focused our study on the effects of sildenafil on tau
pathology based on several lines of evidence from transgenic mice and humans indicating a
strong correlation between the extent of tau pathology and cognitive dysfunction (Arriagada et
al., 1992; Ashe and Zahs, 2010; Bancher et al., 1993; Guillozet et al., 2003).

2. Materials and Methods

2.1. Drugs and chemicals

1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1Hpyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl)
phenylsulfonyl]-4-methylpiperazine citrate was from Pfizer (Sildenafil citrate, Viagra™; New

York, NY, USA); all other chemicals were from Merck (Darmstadt, Germany).
2.2. Animals, treatments, and experimental design

Experiments were carried out in male SAMP8 (28-30 g) and SAMR1 mice (32-35 g)
obtained from Harlan (Harlan Iberica, Barcelona, Spain). Animals were housed (5 per cage) in
constant conditions of humidity and temperature (22 + 1 °C) with a 12-hour/12-hour light-dark
cycle (lights on at 7:00 hours). Food and water were available ad libitum. All the procedures
followed in this work were in compliance with the European Community Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and were approved by the Ethical Committee of the University
of Navarra.

To study the effect of sildenafil on cognitive impairment, 5- and 8-month-old male
SAMP8 and SAMR1 mice were treated once daily with sildenafil (7.5 mg/kg intraperitoneally
[i.p.]) or saline for 4 consecutive weeks. The dose of sildenafil was chosen to simulate the
dose for a patient of 80 kg body weight after taking a 50-mg tablet of Viagra™ according to
Reagan-Shaw et al. (2008), and it is in the range of those previously used by other authors
(e.g., Ding et al., 2008; Zhang et al., 2005). Drug administration started 2 weeks before the
beginning of the Morris water maze test (MWM) and extended throughout the duration of the
behavioural test (17 days). During these days, sildenafil was given at the end of the session.

The last injection was administered 3 hours before the mice were killed.
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Solutions of sildenafil were prepared by grinding Viagra™ tablets into powder and
dissolved in saline. The drug solutions were filtered (22 um pore size) before administration.

2.3. Morris water maze test (MWM)

The MWM, a hippocampus-dependent learning task, was used to test spatial memory
and to evaluate the working and reference memory function in response to treatment with

sildenafil in SAMP8 and SAMR1 mice, as previously described (Ricobaraza et al., 2009).

To test spatial memory in response to treatment with sildenafil in SAMP8 and SAMR1
mice, the Morris Water Maze (MWM) was performed. The water maze was a circular pool
(diameter of 145 cm) filled with water (21-22°C) and virtually divided into four equal quadrants
identified as northeast, northwest, southeast, and southwest. Mice underwent visible-platform
training for 3 consecutive days (8 trials/day) in which a platform was located in the southwest
quadrant raised above the water. Mice that were unable to reach the platform, exhibiting
abnormal swimming patterns or persistent floating were excluded from data analyses. Hidden-
platform training was conducted with the platform placed in the northeast quadrant 1 cm below
the water surface over 9 consecutive days (4 trials/day). Several large visual cues were
placed in the room to guide the mice to the hidden platform. Each trial was finished when the
mouse reached the platform (escape latency) or after 60 s, which ever came first. Mice failing
to reach the platform were guided onto it. After each trial mice remained on the platform for 15
s. To test memory retention, three probe trials were performed at the beginning of the 4th, 7th,
and the last day of the test (day 9). In the probe trials the platform was removed from the pool
and mice were allowed to swim for 60 seconds. The percent of time spent in the target

quadrant was recorded.

To evaluate synaptic plasticity and using the same pool and conditions as for the
MWM, mice again had to find a submerged platform in the reverse MWM (Timmer et al.,
2010). This time, the platform was moved to the opposite quadrant of the pool. The escape
latency to find the new platform location was measured for 4 days (4 trials/day). The probe
test was performed at the beginning of the third and the last day of the test (day 5 of the
reversal test). The same parameters as for the MWM were analyzed. All trials were monitored
by a video camera set above the center of the pool and connected to a video tracking system

(Ethovision 3.0; Noldus Information Technology BV, Wageningen, Netherlands).
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2.4. Western blot analysis

Western blot analysis was carried out in hippocampal tissues collected from mice
killed 3 hours after the last administration of sildenafil. Tissue homogenates were obtained as
described elsewhere (Gofi-Allo et al., 2008). Proteins (20 pg) were separated by
electrophoresis on a sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (10%) under reducing
conditions. Membranes were probed overnight at 4°C with the following primary antibodies:
antiphospho- Akt Ser473, rabbit monoclonal anti-Akt, rabbit polyclonal anti-pGSK-3f (Ser9),
rabbit monoclonal anti-p35/p25 and rabbit monoclonal anti-Cdk5 (1:1000, Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA); rabbit polyclonal anti-GSK-3B, (1:5000, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); mouse monoclonal anti-p-tau AT8 (1:1000 Pierce
Biotechnology, Inc, Rockford, IL, USA); mouse monoclonal anti tau clone Tau46 and mouse
monoclonal anti-actin (1:1000 and 1:15,000 respectively, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
and mouse anti-PHF-1 (1:500, gift from Dr. J. Avila, CBM, Madrid, Spain). Proteins were
visualized using an enhanced chemiluminescence (ECL™) western blotting detection reagent
(Amersham, Buckinghamsire, England) and band intensity was estimated densitometrically on
a GS-800 calibrated densitometer (Biorad One, Madrid, Spain).

2.5. Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). In the
acquisition phase of the MWM, treatment effects were analyzed by 2-way analysis of variance
(ANOVA) for repeated measures followed by Tukey post hoc test. Neurochemical data and
the time spent in the target quadrant on the probe trial of the MWM were analyzed using 2-
way ANOVA (strain*treatment) followed by Tukey post hoc test. In 3. Results, the F values
concerning the neurochemical data represent the F of interaction followed by the p-value of
the corresponding post hoc test. In those cases where the F of interaction was not statistically
significant the F value shown represents the main effect observed strain or treatment.
Treatment differences were considered statistically significant at p < 0.05. Data analyses were
performed using the Statistical Program for the Social Sciences (SPSS for Windows, 15.0;
SPSS, Chicago, IL, USA).
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3. Results

3.1. Effect of sildenafil on spatial learning and memory deficits in SAMP8 mice

3.1.1. Effect of sildenafil on performance of 6 month-old SAMP8 and SAMR1 mice in the
MWM test

First of all, we analyzed the swim speed of 6-month-old mice on the first trial of the
first session in the hidden platform training before subjects from any group knew the location
of the platform. There was no difference in swimming speed (data not shown) or sensorimotor
function (measured by visible platform trial) among the 4 groups (Fig. 1A), which enabled us to
exclude the effect of motivational and sensorimotor factors on animal learning and memory
performance. We then used the escape latency for the evaluation of spatial learning and

memory of mice.

As shown in Fig. 1B, escape latencies of SAMR1 mice were shorter than those of
SAMP8 groups during the hidden platform trial. Furthermore, the latencies to find the
submerged platform significantly declined every day in the SAMR1 group while such
phenomenon could not be seen in SAMP8 mice, indicating the existence of learning deficits in
these mice. However, sildenafil-treated SAMP8 mice showed a marked improvement in their
behavioral performance as their escape latencies on days 6, 7, and 8 were significantly
shorter than SAMP8 mice treated with saline. No significant differences were found between

saline or sildenafil-treated SAMR1 mice.

At the beginning of the fourth, seventh, and ninth day, all mice were subjected to a
probe trial in which they swam in the pool with the platform removed as a putative
measurement of memory retention. It has been suggested that the sensitivity of the MWM test
increases by giving shorter probe trials (Gerlai, 2001). Thereby, we analyzed the performance
of mice during the first 15 seconds. As shown in Fig. 1C, SAMP8 control mice spent
significantly less time in the target quadrant than SAMR1 mice. On day 7 in the probe test, a
significant interaction between strain and treatment was observed [F = 7.469, p < 0.05].
Further analysis revealed that there were significant differences between SAMP8 and SAMR1
saline-treated mice (p < 0.05). Moreover, comparisons between saline and sildenafil treated
groups indicated that SAMP8 mice treated with sildenafil spent more time in the target
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quadrant than saline SAMP8 mice (p < 0.05), whereas no differences were observed between

saline or sildenafil-treated SAMR1 mice.
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Figure 1. Effect of sildenafil on the performance of 6-month old senescence-accelerated mouse prone-8
(SAMP8) and senescence-accelerated mice resistant-1 (SAMR1) mice in the Morris water maze test (MWM).
Sildenafil (7.5 mg/kg intraperitoneally [i.p.]) or saline was administered for 4 weeks every 24 hours beginning 2
weeks before the learning task. (A) Escape latency in the visible platform phase. No significant differences were
detected among groups. (B) Escape latency in the hidden platform phase. SAMP8 mice had significant higher
escape latency than SAMR1 mice, an effect reversed by sildenafil. (C) In the probe trial data are presented as
percentage of time spent in the target quadrant. A main effect of strain was observed on days 4 and 9. On the
seventh day sildenafil administration to SAMP8 mice significantly increased the time spent in the target quadrant.
Results are shown as mean + standard error of the mean (SEM) (n =7-9). Tp<0.05 main effect of strain, #*p<0.05
versus SAMR1-saline, *p<0.05 versus SAMP8-saline. Two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey
test.
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A reverse MWM was performed for 5 days to assess whether mice could unlearn
irrelevant information and relearn a new platform location at the opposite quadrant of the pool.
As shown in Fig. 2A, SAMP8 mice treated with saline were impaired in their performance in
this test when compared with SAMR1 mice. Interestingly, sildenafil administration to SAMP8
mice improved the performance of these animals. This improvement was statistically
significant on the last day of the task. The escape latency of saline and sildenafil-treated
SAMRT1 did not differ.

Similarly, the analysis of the first 15 seconds of the probe test of the reverse MWM
revealed that, on the last day, there was a significant interaction between strain and treatment
[F = 3.785, p < 0.05]. Further analysis revealed that sildenafil-treated SAMP8 mice spent in
the target quadrant significantly more time than saline-treated SAMP8 mice (p < 0.05).
Sildenafil did not affect the performance of SAMR1 mice.
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Figure 2. Effect of sildenafil on the performance of 6-month old senescence-accelerated mouse prone-8
(SAMP8) and senescence-accelerated mice resistant-1 (SAMR1) mice in the reverse Morris water maze test
(MWM). Sildenafil (7.5 mg/kg i.p) or saline was administered for 4 weeks every 24 hours starting 2 weeks before
the learning task. (A) Escape latency in the hidden platform phase. SAMP8 mice had significant higher escape
latency than SAMR1 mice. Note that sildenafil administration decreased escape latency of SAMP8 mice. (B)
Retention phase of the reversal MWM. Data are presented as percentage of time spent in the target quadrant.
Results are shown as mean + standard error of the mean (SEM) (n= 7-9). #p<0.05 versus SAMR1-saline,
*p<0.05 versus SAMP8-saline. Two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test.
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3.1.2. Effect of sildenafil on performance of 9 month-old SAMP8 and SAMR1 mice in the
MWM test.

As shown in Fig. 3A SAMR1 mice had significantly lower escape latencies than
SAMP8. Furthermore, we found that sildenafil treated SAMP8 mice performed much better
than saline-SAMP8 mice and were able to acquire a mean escape latency of less than 30 sec
by the 7t day of hidden platform. Noteworthy, the learning ability of SAMR1 mice treated with
sildenafil exceeded that of saline SAMR1 animals in the 4t day of the test. No significant
differences were found on the visible platform training (data not shown) suggesting that all the

groups were able to perform the test.

In probe trial, time spent in the target quadrant for the first 15 seconds was measured.
As shown in Fig. 3B on day 7 a main effect of the strain was observed [F=7.155, p<0.01]. On
day 9 in the probe test, an interaction between strain and treatment was observed [F=7.469,
p<0.05]. Further analysis revealed that SAMP8 mice spent significantly less time in the target
quadrant than SAMR1, an effect reversed when SAMP8 mice were treated with sildenafil. The
results indicate that SAMR1 and sildenafil-treated SAMP8 animals tended to learn correctly

the platform location, whereas saline-treated SAMP8 did not.
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Figure 3. Effect of sildenafil on performance of 8 month old SAMP8 and SAMR1 mice in the MWM test. Sildenafil
(7.5 mg/kg i.p) or saline was administered for 4 weeks every 24 hours beginning two weeks before the learning
task. Panel A: Escape latency in the invisible platform phase. SAMP8 mice had significantly higher escape
latencies than SAMR1 mice, an effect reversed by sildenafil. Panel B: In the probe trial data are presented as
percentage of time spent in the target quadrant. A main effect of strain was observed on day 7. On the 9t day
sildenafil significantly increased the time spent in the target quadrant in SAMP8 mice. Results are shown as
mean + SEM (n = 6). p<0.05 main effect of strain, #*p<0.05 vs R1-saline, *p<0.05 vs P8-saline. Two-way ANOVA
followed by Tukey’s test.
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3.2. Effect of sildenafil on tau pathology
3.2.1. Role of Cak5/p25-p35 pathway

As depicted in Fig. 4A, sildenafil significantly decreased cyclin-dependent kinase 5
(Cdk5) levels in the hippocampus of SAMP8 mice compared with saline-treated SAMP8
animals [F =11.471, p < 0.05]. Next, we evaluated changes in the proteolytic fragment of p35,
p25, which may be responsible for Cdk5 activation. Western blot analysis revealed a
significant increase in the p25/p35 ratio in SAMP8 mice compared with SAMR1 [F = 4.501,
p<0.05]. Interestingly, p25 expression levels found in saline-treated SAMP8 animals was

markedly decreased by sildenafil treatment (p < 0.05) (Fig. 4B).

We therefore tested whether sildenafil would reverse tau pathology in SAMP8 mice
using a phospho-specific antibody, AT8, which recognizes aberrantly phosphorylated epitopes
on Ser202/Thr205 and which is considered to be the most appropriated antibody for
measurement Cdk5-induced tau phosphorylation (Augustinack et al., 2002). As shown in Fig.
4C, Western blot analysis revealed that phosphorylated tau levels normalized to total tau
(detected by T46 antibody) were significantly increased in saline-treated SAMP8 mice
compared with SAMR1 mice [F = 4.684, p <0.05]. Importantly, sildenafil treatment resulted in
significant decreased levels of phosphorylated tau when compared with SAMP8 receiving

saline (p < 0.05).
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Figure 4. Sildenafil regulates tau phosphorylation through cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5)/p25-p35 pathway in
senescence-accelerated mouse prone-8 (SAMP8) mice. Sildenafil (7.5 mg/kg intraperitoneally [i.p.]) was
administered every 24 hours for 4 weeks to 5-month old SAMP8 and senescence-accelerated mice resistant-1
(SAMR1) mice. Mice were killed 3 hours after the last saline or sildenafil injection. (A) Western blots showing
Cdk5 protein bands (30 kDa) in the hippocampus of mice treated with saline or sildenafil. 3-actin was used as
equal loading control. (B) Top: Representative Western blot showing hippocampal p35 and p25 protein bands
and quantitative measurement of p25/p35 ratio. (C) Western blot analysis of phosphorylated tau (AT8) levels
(40-50 kDa) normalized to total tau. Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n=7-
9). *p<0.05 versus SAMR1-saline, *p<0.05 versus SAMP8-saline. Two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey test.
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3.2.2. Role of Akt/GSK-3B pathway

Because glycogen synthase kinase-33 (GSK-3p) phosphorylates tau at Ser396 and
Ser404 (PHF-1) (Augustinack et al., 2002), levels of phospho-tau, using a phospho-specific
antibody, PHF-1, normalized to total tau were measured. In this case, however, no differences
were found in 6-month-old SAMP8 mice when compared with SAMR1 (Fig. 5A).

Taking into account a recent study by Del Valle et al. (2010), showing that another key
feature of SAMP8 mice such as amyloid deposits worsens with age, we also analyzed tau
phosphorylation in 9-month-old mice. In line with their study, we found that 9-month-old
SAMP8 mice had significantly higher levels of not only AT8 phospho-tau epitope [F = 6.136, p
<0.05] but also of PHF-1 [F =4.347, p < 0.05] (Fig. 5B). As in the case of younger animals,
sildenafil (7.5 mg/kg i.p., for 4 weeks) decreased AT8 immunoreactivity (p < 0.05) and also
PHF-1 (p <0.05). Interestingly, the decreased levels of phospho-tau after sildenafil treatment
was accompanied with a significant improvement of the severe memory impairment that these

mice have at this age on the MWM (Fig. 3)

It has been reported that sildenafil increases Akt phosphorylation (Puerta et al., 2009;
Wang et al., 2005). In order to explore whether the Akt pathway is involved in sildenafil-
reduced PHF-1 immunoreactivity, we measured the phosphorylation levels of Akt and its
downstream target, GSK-3p at Ser9, an effect known to inhibit its kinase activity. As shown in
Fig. 6A sildenafil markedly increased phosphorylated Akt compared with saline-treated
animals [F =3.149, p <0.05; main effect of treatment]. Consistent with a posttranscriptional
regulation, total Akt protein levels remain unaltered. This result strongly correlated with those
observed after analyzing the levels of inactive GSK-3f form (p-GSK-3B; Ser9) normalized to
total GSK-3B levels [F= 9.091, p< 0.01; main effect of treatment] (Fig. 6B). These data
suggest that, in old SAMP8 mice, sildenafil induces a reduction in phosphor-tau probably
through the modulation of Cdk5/p25/p35 and Akt/GSK-3B pathways.
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Figure 5. Phosphorylation of tau protein in senescence-accelerated mouse prone-8 (SAMP8) and senescence-
accelerated mice resistant-1 (SAMR1) mice. (A) Representative Western blot showing hippocampal
phosphorylated tau at Ser396 and Ser404 (PHF-1), and total tau levels of 6- and 9-month old SAMP8 and
SAMR1 mice. Note that differences were found only in 9-but not 6-month old SAMP8 versus SAMR1 mice. (B)
Sildenafil decreased phospho-tau (AT8 and PHF-1) levels in 9-month old SAMP8 mice. Sildenafil (7.5 mg/kg
intraperitoneally [i.p.]) was administered every 24 hours for 4 weeks starting at 8 months of age. Results are
expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n = 6). #p<0.05 versus SAMR1-saline, *p<0.05 versus
SAMP8-saline. Two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test.
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Figure 6. Sildenafil increases phospho-Akt and phospho-glycogen synthase kinase-3f (GSK-3B) in the
hippocampus of senescence-accelerated mice resistant-1 (SAMR1) and senescence-accelerated mouse prone-8
(SAMP8) mice. Sildenafil (7.5 mg/kg intraperitoneally [i.p.]) was administered every 24 hours for 4 weeks and
mice were killed 3 hours after the last saline or sildenafil injection. (A) Phosphorylated Akt levels (60 kDa)
normalized to total Akt. (B) Phosphorylated GSK-3 (Ser9) levels (46 kDa) normalized to total GSK-3B. Results
are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n =7-9). *p<0.05 and p<0.01 main effect of
treatment. Two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test.

74



Sildenafil improves Tau pathology in SAMP8 mouse

4. Discussion

In the present study we demonstrate, for the first time, that the specific PDES5 inhibitor
sildenafil, at a dose comparable to that used in humans, exerts a protective effect on the
learning and memory impairments shown by SAMP8 mice in the MWM. Moreover, sildenafil
decreased tau hyperphosphorylation, an effect that could be mediated by the modulation of
Cdk5/p25 and Akt/GSK-3p pathways.

Consistent with previous reports, 6-month-old SAMP8 mice presented learning and
memory impairments in the MWM when compared with age matched SAMR1 mice, an effect
that was markedly ameliorated by sildenafil. Importantly, swimming velocity was similar in all
groups indicating that the effects caused by sildenafil were independent of any effect on motor
activity. In an attempt to elucidate the mechanisms underlying the beneficial effects of
sildenafil we focused our study on tau because tau hyperphosphorylation has been described
in 5-month-old SAMP8 mice and has been directly implicated in neurofibrillary degeneration
and accelerated aging process in this senescence mouse model (Canudas et al., 2005;
Garcia-Matas et al., 2008; Sureda et al., 2006).

Tau is a low molecular weight microtubule-associated protein, which plays critical
roles in stabilizing microtubules and inducing its own assembly (Maccioni and Cambiazo,
1995). Abnormal phosphorylation of tau substantially reduces its affinity for microtubules
promoting microtubule disassembly and tau aggregation into paired helical filaments, which
turn into neurofibrillary tangles found in neurons (and sometimes in glia) of patients with
neurological disorders such as AD and other tauopathies (Alonso et al., 2001; Avila et al.,
2004; Berger et al., 2007; Delacourte, 2006; Sato et al., 2002). Among the different kinases
known to phosphorylate tau, the proline-directed serine/threonine kinases, Cdk5 and GSK-3,
have been identified as prime candidates mediating aberrant tau phosphorylation (Plattner et
al., 2006). In a first set of experiments we focused our attention on Cdk5 over GSK-3 because
increased expression and activity of Cdk5, but not that of GSK-3p, has been demonstrated in
5-month-old SAMP8 mice in comparison with age-matched SAMR1 (Canudas et al., 2005).
Althoug we did not find a significant increase in the expression of Cdk5 in SAMP8 versus
SAMR1 mice, we found a significant increase in the p25/p35 ratio in the hippocampus of 6-
month-old SAMP8 mice as compared with SAMR1 mice, which is consistent with the data
previously reported by Canudas et al. (2005). Noteworthy, these animals also showed an
increased phosphorylation of tau at Ser202/Ser205 (AT8 epitope), further supporting the key
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role of deregulated kinase activity through the Cdk5/p25 complex (Ahlijanian et al., 2000;
Dahavan and Tsai, 2001; Hamdane et al., 2003; Patrick et al., 1999; Takashima et al., 2001).
Treatment with sildenafil caused a significant reduction in these biochemical parameters and
improved learning and memory deficits shown by SAMP8 mice. Thus, sildenafil decreased
Cdk5 protein levels and activity (p25/p35 ratio) and reduced AT8 immunoreactivity in SAMP8
mice further supporting a causal link between biochemical abnormalities and behavioral
deficits. p35 proteolysis into p25 occurs in response to diverse insults that trigger calpain
activation (Kusakawa et al., 2000; Lee et al., 2001; Nath et al., 2000). We have previously
demonstrated that sildenafil, and other PDE5 inhibitors, afford neuroprotection against
nitropropionic acid-induced excitotoxicity by blocking calpain activation (Puerta et al., 2010).
Accordingly, although not directly tested in this study, it appears conceivable to suggest that
the beneficial effects afforded by sildenafil could be mediated, at least in part, by a reduction in

calpain activity.

In tandem with Cdk5, GSK-3p regulates tau phosphorylation (Avila et al., 2004), and
several reports have described crosstalk between these 2 kinases (Augustinack et al., 2002;
Plattner et al., 2006). For this reason, we also analyzed GSK-3p levels at 6 months of age but
failed to find any difference in SAMP8 in comparison with agematched SAMR1. These results
are in agreement with those reported earlier in this mouse model (Canudas et al., 2005), and
also with the finding that at 6 months of age no significant differences were noticeable in tau
hyperphosphorylation using PHF-1 antibody, which is directed against a doubly
phosphorylated tau epitope (Ser396/Ser404), exactly where GSK-3B shows its highest
phosphorylating activity (Augustinack et al., 2002).

An elegant study recently published by Del Valle et al. (2010), evaluated the time
course deposition of amyloid-p (AB) in the hippocampus of SAMP8 mice. In this study, the
authors showed that from as early as 6 months onward, SAMP8 mice show AB deposition in
the hippocampus that increases in number and extent with age. Taking this into account, we
also analyzed tau phosphorylation in 9-month-old SAMP8 and SAMR1 mice. In addition to
what we found in the hippocampus of 6-month-old mice, older mice showed an increased
immunoreactivity not only to AT8 but also to PHF-1 antibody. As described above, tau
hyperphosphorylation at Ser396/Ser404 (PHF-1 epitope) denoted an increase in paired
helicoidal filament formation, pointing to a pronounced activity of not only of Cdk5 but also of
GSK-3p in aged mice. The explanation for the differences found at 6 and 9 months of age may
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rely in the findings reported by Plattner et al. (2006). These authors observed that Cdk5
overactivation leads to inhibition of GSK-3, such inhibition, however, is lost in old animals
which results in increased GSK-3 activity, coinciding with tau hyperphosphorylation at both,
AT8 and PHF-1 sites. Noteworthy, sildenafil administration to old SAMP8 mice not only led to
a reduction of the age-dependent increase in tau hyperphosphorylation (both AT8 and PHF-1
epitopes) but it also reversed the age-associated learning and memory impairments found in
9-month-old SAMP8 compared with age-matched SAMR1.

A broad amount of evidence indicates that GSK-3 is a downstream target for Akt and
its phosphorylation at Ser9 inhibits its kinase activity (Cross et al., 1995). In agreement with
previous studies (Puerta et al., 2009; Wang et al., 2005), our data show that sildenafil
increased phosphorylated Akt, which was associated with increases of phosphorylated GSK-
3B both in SAMP8 and SAMR1 providing a plausible explanation to the reductions in PHF-1
immunoreactivity and also to the benefits provided by sildenafil against cognitive deficits
shown by 9-month-old SAMP8 mice. This contention is further supported by recent reports
demonstrating the beneficial effects of reducing tau hyperphosphorylation to ameliorate
cognitive deficits in AD transgenic mice (Corcoran et al., 2010; Green et al., 2008; Ricobaraza
et al., 2009; Roberson et al., 2007).

Finally, we would also like to note that reduction of tau hyperphosphorylation might be
1 of many mechanisms contributing to attenuating cognitive impairments in SAMP8 mice. Of
interest, we have shown that sildenafil activates cyclic adenosine monophosphate response
element-binding (CREB) signaling pathway and its downstream gene, brain derived
neurotrophic factor (BDNF; Puerta et al., 2010), both of which are decreased in the
hippocampus of SAMP8 mice (Shi et al., 2010; Tajes et al., 2010), and restoring their levels
improves learning and memory outcomes in SAMP8 mice (Shi et al., 2010). The
administration of different antioxidants to SAMP8 also improves the cognitive deficits observed
in these mice (Butterfield et al., 1997; Farr et al., 2003; Okatani et al., 2002; Poon et al., 2005;
Yasui et al., 2002), and sildenafil increases manganese superoxide dismutase (unpublished
data). Other factors such as abnormal expression of AB appear to contribute to the cognitive
decline in the aged SAMP8 mice as well. Thus, administration of AB antibodies or antisense
oligonucleotides that lower amyloid precursor protein (APP) messenger ribonucleic acid
(mRNA) improve their cognitive deficits (Kumar et al., 2000; Morley et al., 2000, 2002; Poon e
al., 2004), and sildenafil is known to reduce AR levels in an AD mouse model (Puzzo et al.,
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2009). The possible contribution of any of these mechanisms to the therapeutic effects shown

by sildenafil in SAMP8 mice is the focus of ongoing studies in our laboratory.

In conclusion, our results provide further support for the beneficial effect of sildenafil in
brain dysfunction related to the aging period. Overall, due to its potential therapeutic profile,
sildenafil could be an emerging candidate for the treatment of other neurodegenerative

diseases such as AD and other tauopathies.
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Resumen

El ratén de senescencia acelerada (SAMP8) es un modelo experimental de
envejecimiento acelerado que comparte, ademas, ciertas caracteristicas patoldgicas con la
enfermedad de Alzheimer. De todas ellas, el déficit cognitivo y la fosforilacion andmala de tau
mejoran con la administracion del inhibidor de la fosfodiesterasa 5 sildenafilo, posiblemente a
través de la modulacion de las vias Cdk5/p25 y Akt/GSK-3B. En el presente trabajo
estudiamos si la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK) podria también participar en el efecto
terapéutico del sildenafilo. Los resultados demuestran que el mismo tratamiento con
sildenafilo que revierte el declive cognitivo y la hiperfosforilacion de tau en este modelo animal
(7.5 mg/kg i.p. durante 4 semanas), también logro revertir el aumento de la activacion de JNK
(p-INK) observado en el hipocampo de los ratones SAMP8 de 6 meses de edad en
comparacion con la cepa control SAMR1 de la misma edad. Por otro lado, la administracién
del inhibidor de JNK, D-INKI-1 (0.2 mg/kg i.p. durante 3 semanas) también produjo una
mejora de déficit cognitivo que mostraron los ratones SAMP8 en el Laberinto Acuatico de
Morrris y una reduccién de los niveles de fosfo-c-Jun(ser73) en el hipocampo de estos
ratones. Al analizar los niveles de la proteina tau fosforilada (epitopo AT8), se observd una
reduccion significativa en el hipocampo de los ratones SAMP8 tratados con D-JNKI-1, lo que
podria explicar la mejora del déficit cognitivo que mostraron estos animales. Estos resultados
sugieren la implicacién de la via JNK en la patologia tau y en el déficit cognitivo que
presentan los ratones SAMP8 de 6 meses de edad. Ademas, los resultados en su conjunto
sefalan que la modulacion de esta cinasa podria ser uno de los mecanismos responsables

del efecto terapéutico observado en estos ratones tras la administracion de sildenafilo.
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Abstract

The senescence accelerated mouse-prone 8 (SAMP8) strain of mice is an
experimental model of accelerated senescence that also shares several pathological features
with  Alzheimer's disease. Among them, cognitive impairments and abnormal
hyperphosphorylation of tau are ameliorated by the phosphodiesterase 5 inhibitor sildenafi,
possibly through the modulation of Cdk5/p25 and Akt/GSK-3B pathways. Here we studied
whether c-Jun N-terminal kinase (JNK) also participates in the therapeutic effects of sildenafil.
Results demonstrated that the same treatment of sildenafil that has been shown to reverse the
cognitive impairment and tau hyperphosphorylation in this animal model (7.5 mg/kg i.p. for 4
weeks), also reversed the increased levels of activated JNK (p-JNK) found in the
hippocampus of 6-month old SAMP8 mice when compared to age-matched control, SAMR1
mice. Moreover, the administration of the JNK inhibitor, D-JNKI-1 (0.2 mg/kg for 3 weeks) also
ameliorated the cognitive deficits shown by SAMP8 mice in the Morris water maze and
decreased hippocampal levels of phospho-c-Jun(Ser73). When phosphorylated tau (AT8
epitope) was analyzed a significant reduction was observed in the hippocampus of D-JNKI-1
treated SAMP8 mice, providing a plausible explanation for the attenuation of cognitive decline
shown by these animals. These findings suggest the involvement of the JNK pathway on tau
pathology and cognitive deficits shown by 6-month old SAMP8 mice. They also point to the
modulation of this kinase to be among the mechanisms responsible for the beneficial effects
shown by sildenafil.

Keywords: Alzheimer’s disease; D-NKI-1; c-Jun N-terminal kinase (JNK); SAMP8; sildenafil;
Tau.
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1. Introduction

Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative disorder affecting millions of people
worldwide and is the main cause of dementia in the elderly (Hardy and Selkoe, 2002). Brains
of AD patients are neuropathologycally characterized by the presence of amyloid plaques and
neurofibrillary tangles (NFT). These NFTs are aggregates of paired helical filaments (PHF)
mainly consisting of the hyperphosphorylated form of the microtubule-associated tau protein
(Kosik, 1990). Hyperphosphorylation of tau has been extensively linked to neurodegeneration
(Ashe, 2007; Lee and Trojanowski, 2001), and it involves a wide range of kinases including
glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3), cyclin-dependent kinase (Cdk5) and c-Jun N-
terminal protein kinase (JNK) (Buee-Scherrer and Goedert, 2002; Kobayashi et al., 1993;
Mandelkow et al., 1992; Reynolds et al., 1997).

JNK belongs to the family of serine and threonine mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs) and is involved in numerous cellular processes, such as proliferation, differentiation,
development, inflammation, and apoptosis (Weston and Davis, 2007). It is well known that its
activation leads to the phosphorylation of tau at S202/T205 (recognized by the AT8 antibody)
(Ploia et al., 2011; Yoshida et al., 2004), and correlates with AD progression (Sato et al.,
2002; Shoji et al., 2000; Zhu et al., 2001a; 2001b). In fact, among the kinases responsible for
tau phosphorylation, JNK is particularly interesting, since increased levels of JNK have been
observed in AD brains and its activated form (p-JNK) co-localizes with p-tau in neurons of AD
patients (Mohit et al., 1995; Zhu et al., 2001b).

The senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) has been proposed as one
plausible age-associated AD animal model (Liu et al., 2012; Pallas et al., 2008), and a suitable
rodent model for studying the molecular mechanisms underlying cognitive impairment in aged
subjects (Tomobe and Nomura, 2009). Among other changes, SAMP8 mice exhibit age-
related learning and memory deficits, as well as amyloid-like deposits in the brain (del Valle et
al., 2010; Tomobe and Nomura, 2009) and increased expression of hyperphosphorylated tau
(Canudas et al., 2005). Although several studies have provided insight into the involvement of
Cdk5 and GSK-3B (Canudas et al., 2005; Orejana et al., 2012; Tajes et al., 2008), and
increased levels of p-JNK have been observed in the cortex of 3-month old SAMP8 mice
(Tajes et al., 2010), little is known about the contribution of JNK to tau hyperphosphorylation

and the cognitive decline that these mice manifest at early ages.
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A previous study from our group has demonstrated that the phosphodiesterase 5
(PDES5) inhibitor sildenafil ameliorates the cognitive decline and tau pathology in 6-month old
SAMP8 mice (Orejana et al., 2012). Interestingly, sildenafil has been shown to decrease JNK
phosphorylation in vitro (Zhao et al., 2011), therefore, the present study was designed to
analyze the implication of JNK in the beneficial effects observed in sildenafil-treated SAMP8
animals and the role of this kinase in the cognitive impairment and tau phosphorylation shown
by 6-month old SAMP8 mice. For this purpose we administered D-JNKI-1, the most specific
JNK inhibitor peptide (Borsello et al., 2003), to SAMP8 and aged matched control mice,
senescence accelerated mouse resistant 1 (SAMR1), and investigated the effect of JNK

inhibition in this animal model.
2. Experimental procedures

2.1. Drugs and Chemicals

1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-0x0-3-propyl-1Hpyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl)
phenylsulfonyl]- 4 -methylpiperazine citrate was from Pfizer (Sildenafil citrate, Viagra™; New
York, NY, USA). The D-JNKI-1 peptide (BML-EI355) was purchased from Enzo Life Sciences
International, Inc. (Farmingdale, NY); all other chemicals were from Merck (Darmstadt,

Germany).
2.2. Animals, treatments, and experimental design

Experiments were carried out in male SAMP8 (28-30 g) and SAMR1 mice (32-35 @)
obtained from Harlan (Harlan Iberica, Barcelona, Spain). Animals were housed (5 per cage) in
constant conditions of humidity and temperature (22 + 1 °C) with a 12-hour/12-hour light-dark
cycle (lights on at 7:00 hours). Food and water were available ad libitum. All the procedures
followed in this work were in compliance with the European Community Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and were approved by the Ethical Committee of the University
of Navarra.

To study the effect of sildenafil on JNK activity, 5-month old male SAMP8 and SAMR1
mice were treated once daily with sildenafil (7.5 mg/kg intraperitoneally [i.p.]) or saline for 4
consecutive weeks. The dose of sildenafil was chosen to simulate the dose for a patient of 80
kg body weight after taking a 50-mg tablet of Viagra™ according to Reagan-Shaw et al.

(2008), and is the same treatment that has been shown to reverse memory impairments and
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tau hyperphosphorylation in 6 month-old SAMP8 mice (Orejana et al., 2012). The last injection
was administered 3 hours before the mice were killed. Solutions of sildenafil were prepared by
grinding Viagra™ tablets into powder and dissolved in saline. The drug solutions were filtered

(22 um pore size) before administration.

To study the involvement of JNK on the cognitive impairment shown by 6-month-old
male SAMP8 mice, animals were treated once daily with the JNK inhibitor D-JNKI-1 (0.2
mg/kg i.p.) or saline for 3 consecutive weeks. Drug administration started 2 weeks before the
beginning of the Morris water maze test (MWM) and extended throughout the duration of the
behavioural test (9 days). During these days, D-JNKI-1 was given at the end of the session.
The last injection was administered 3 hours before the mice were killed. Solutions of D-JNKI-1
were prepared by diluting 1 mg JNK inhibitor powder in 50 ml of saline solution. Aliquots of

this solution were frozen at -20°C until utilization.
2.3. Morris water maze test (MWM)

The MWM, a hippocampus-dependent learning task, was used to test spatial memory
and to evaluate the working and reference memory function in response to treatment with D-
JNKI-1 in SAMP8 and SAMR1 mice, as previously described (Ricobaraza et al., 2009).

The water maze was a circular pool (diameter of 145 c¢m) filled with water (21-22°C)
and virtually divided into four equal quadrants identified as northeast, northwest, southeast,
and southwest. Mice underwent visible-platform training for 3 consecutive days (8 trials/day) in
which a platform was located in the southwest quadrant raised above the water. Mice that
were unable to reach the platform, exhibiting abnormal swimming patterns or persistent

floating were excluded from data analyses.

Hidden-platform training was conducted with the platform placed in the northeast
quadrant 1 cm below the water surface over 9 consecutive days (4 trials/day). Several large
visual cues were placed in the room to guide the mice to the hidden platform. Each trial was
finished when the mouse reached the platform (escape latency) or after 60 s, which ever
came first. Mice failing to reach the platform were guided onto it. After each trial mice
remained on the platform for 15 s.

To test memory retention, three probe trials were performed at the beginning of the
4th, 7th, and the last day of the test (day 9). In the probe trials the platform was removed from
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the pool and mice were allowed to swim for 60 seconds. The percent of time spent in the
target quadrant was recorded. All trials were monitored by a video camera set above the
center of the pool and connected to a video tracking system (Ethovision 3.0; Noldus

Information Technology B.V, Wageningen, Nederlands).
2.4. Western blot analysis

Western blot analysis was carried out in hippocampal tissues collected from mice
killed 3 hours after the last administration of D-JNKI-1 or sildenafil. Tissue homogenates were
obtained as described elsewhere (Gofi-Allo et al., 2008). Proteins (20 mg) were separated by
electrophoresis on a sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (10%) under reducing
conditions. Membranes were probed overnight at 4°C with the following primary antibodies:
rabbit monoclonal antiphospho- c-jun (ser 73) [D47G9; 1:1000 Cell Signalling Technology
Beverly, MA, USA]; rabbit monoclonal anti c-jun [60A8 1:1000Cell Signalling Technology
Beverly, MA, USA); rabbit monoclonal anti-phospho-SAPK/UNK (Thr183/Tyr185)[1:500 Cell
Signalling Technology Beverly, MA, USA]; rabbit monoclonal anti-SAPK/JNK (56G8)[1:500
Cell Signalling Technology Beverly, MA, USA]; mouse monoclonal anti-p-tau AT8 (1:5000
Pierce Biotechnology, Inc, Rockford, IL, USA); mouse monoclonal anti tau clone Tau46 and
mouse monoclonal anti-actin (1:1000 and 1:15,000 respectively, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Proteins were visualized using an enhanced chemiluminescence (ECL™) western
blotting detection reagent (Amersham, Buckinghamsire, England) and band intensity was

estimated densitometrically on a GS-800 calibrated densitometer (Biorad One, Madrid, Spain).
2.5. Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). In the
acquisition phase of the MWM, treatment effects were analyzed by 2-way analysis of variance
(ANOVA) for repeated measures followed by Tukey post hoc test and time spent in the target
quadrant on the probe trial was analyzed using 2-way ANOVA (strain*treatment) followed by
Tukey post hoc test. Neurochemical data was analyzed using Student’s t test or one-way
ANOVA followed by Tukey post hoc test. In results section, the F values conceming the
behavioural data represent the F of interaction followed by the p-value of the corresponding
post hoc test. In those cases where the F of interaction was not statistically significant the F
value represents the main effect observed strain or treatment. Treatment differences were

considered statistically significant at p <0.05. Data analyses were performed using the
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Statistical Program for the Social Sciences (SPSS for Windows, 15.0; SPSS, Chicago, IL,
USA).

3. Results
3.1. Sildenafil reduces JNK activity and c-Jun phosphorylation in 6-month old SAMP8

mice.

First of all, levels of activated JNK (p-JNK) were measured in the hippocampus of
both 6-month old SAMR1 and SAMP8 animals. As depicted in Fig. 1A, an increase of p-JNK
was observed in SAMP8 strain of mice in comparison with SAMR1 animals [F=32.603, p<
0.01]. Interestingly, when levels of p-JNK in sildenafil-treated animals were measured, a
decreased of JNK activation was observed in both SAMP8 (p<0.01) and SAMR1 animals
(p<0.05). In accordance with these results, SAMP8 animals also showed higher levels of p-c-
Jun(ser73) in comparison to control strain SAMR1 [F=4.973, p<0.05]. Treatment with sildenafil
resulted in a significant reduction of c-Jun phosphorylation in SAMP8 mice (p<0.05) (Fig. 1B).

No differences were observed in total JNK or c-Jun protein levels among the groups.
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Figure 1. Effect of sildenafil on JNK and c-Jun in SAMP8 and SAMR1 mice. Sildenafil (7.5 mg/kg i.p.) was
administered every 24 hours for 4 weeks to 5-month old SAMP8 and SAMR1 mice. Mice were killed 3 h after the
last saline or sildenafil injection. (A) Representative Western blot showing hippocampal activated/phosphorylated
JNK (46 KDa), and total JNK levels in 6-month old SAMP8 and SAMR1 mice. (B) Western blot analysis of
phosphorylated c-Jun(ser73) levels (43-48 KDa) normalized to B-actin. Results are expressed as mean+S.E.M.
(n=8). *p<0.05 vs, SAMR1-saline, #**p<0.01 vs. SAMR1-saline, *p<0.05 vs SAMP8-saline **p<0.01 vs SAMP8-
saline. One-way ANOVA followed Tukey’s test.
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3.2. Effect of D-JNKI-1 on spatial learning and memory in SAMP8 mice

In order to analyze the implication of JNK in the beneficial effects observed in SAMP8
animals treated with sildenafil (Orejana et al., 2012) we next administered the JNK inhibitor, D-
JNKI-1, to 5-month old SAMP8 and SAMR1 mice and investigated the effect of JNK inhibition

in the cognitive decline observed in SAMP8 animals at this age in the Morris Water Maze.

We first analysed the swim speed of the animals on the first trial of the first session in
the hidden platform training before subjects from any group knew the location of the platform.
There was no difference in swimming speed (data not shown) or sensorimotor function
(measured by visible platform trial) among the 4 groups (Fig. 2A), which enabled us to exclude
the effect of motivational and sensorimotor factors on animal learning and memory
performance. We then used the escape latency for the evaluation of spatial learning and

memory of mice.

During the hidden platform trial, escape latencies of SAMP8 mice were longer than
those of SAMR1 mice (F= 8.839; p<0.01; main effect of strain) (Fig. 2B). Moreover, the
latencies to find the submerged platform significantly diminished every day in SAMR1 groups,
phenomenon that could not be observed in SAMP8 mice, suggesting the existence of learning
deficits in these mice. However, on day 8 of the test, D-JNKI-1-treated SAMP8 mice showed
significantly shorter escape latencies than SAMP8 saline animals (p<0.05), reporting a slight
improvement in their behavioural performance. No significant differences were found between

saline and D-JNKI-1-treated SAMR1 mice among this phase of the behavioural test.

The probe trial took place at the beginning of the 4th, 7th, and 9th day of the MWM
test. In this phase, the platform was removed from the pool and mice swam in the pool for the
evaluation of memory retention. As shown in Fig. 2C, the first day of the probe trial, SAMR1
mice spent significantly more time in the target quadrant than SAMP8 mice (F= 5.387; p<0.05;
main effect of strain). Interestingly, on day 9, comparisons between saline and D-JNKI-1
treated groups indicated that SAMP8 mice treated with the inhibitor spent more time in the
target quadrant than saline SAMP8 mice (F =7.469, p< 0.05; main effect of treatment). D-
JNKI-1 also improved memory retention in SAMR1 mice.
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Figure 2. Effect of D-UNKI-1 on the performance of 6-month old SAMP8 and SAMR1 mice in the MWM test. D-
JNKI-1 (0.2 mg/kg i.p.) or saline was administered for 3 weeks every 24 hours beginning 2 week before the
learning task. (A) Escape latency in the visible platform phase. No significant differences were detected among
groups. (B) Escape latency in the hidden platform phase. SAMP8 mice had significant higher escape latency
than SAMR1 mice, an effect only significantly reversed by D-JNKI-1 on the last day of the hidden platform. (C) In
the probe trial data are presented as percentage of time spent in the target quadrant. A main effect of strain was
observed on day 4. On the 9t day D-JNKI-1 administration to SAMP8 and SAMR1 mice significantly increased
the time spent in the target quadrant. Results are shown as mean + SEM (n = 6-8). * p<0.01 vs, SAMR1-saline,
*p<0.05 vs, SAMP8-saline, %p<0.01 main effect of strain, $p<0.05 main effect of strain, tp<0.05 main effect of
treatment. Two-way ANOVA followed Tukey'’s test.
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3.3. Effect of D-JNKI-1 on tau pathology

To assess the efficiency of D-JNKI-1 to inhibit JNK activity, phosphorylation of ¢-Jun
at Ser 73, a well known target of JNK, was measured. As shown in Fig. 3A, SAMP8 mice have
significantly higher hippocampal levels of phospho-c-Jun (Ser 73), an effect reversed by the
JNK inhibitor, D-JNKI-1 (F =9,594, p< 0.05). As expected, the inhibitor also reduced p-c-Jun
levels in SAMR1 treated mice (p<0.05). Noteworthy, levels of p-JNK remained unaltered after

D-JINKI-1 treatment (data not shown).

We next tested whether the inhibition of JNK would reverse tau pathology in SAMP8
mice using AT8, a phospho-specific antibody, which recognizes aberrantly phosphorylated tau
epitopes on Ser202/Thr205 and which has been demonstrated to be the most appropriated
antibody for the measurement of p-JNK-induced tau phosphorylation at early stages of the
neurodegeneration process (Ploia et al., 2011). Western blot analysis revealed that
hippocampal phosphorylated tau levels normalized to total tau (detected by T46 antibody)
were significantly enhanced in SAMP8 mice compared to SAMR1 mice. D-JNKI-1 treatment

significantly reduced phosphorylated tau levels in SAMP8 mice [F= 5.887, p < 0.05] (Fig. 3B).
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Figure 3. D-JNKI-1 treatment inhibits JNK and decreases tau phosphorylation in SAMP8 mice. D-JNKI-1 (0.2
mg/kg i.p.) was administered every 24 hours for 3 weeks to 5-month old SAMP8 and SAMR1 mice. Mice were
killed 3 h after the last saline or D-JNKI-1 injection. (A) Western blots showing p-c-Jun(Ser73) and total c-Jun
protein bands (43-48 kDa) in the hippocampus of mice treated with saline or D-JNKI-1. B-actin was used as equal
loading control. (B) Representative western blot showing hippocampal phosphorylated Tau (AT8) levels (40-50
kDa) normalized to total Tau. Results are expressed as mean+S.E.M (n=6-8). *p<0.05 vs. SAMR1-saline,
*p<0.05 vs SAMP8-saline. One way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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4. Discussion

In the present study we assessed, for the first time, the role of JNK pathway on tau
phosphorylation and subsequent effects on the memory and learning deficits shown by 6-
month old SAMP8 mouse in the MWM.

Tau is a microtubule-associated protein, which plays a crucial role in stabilizing
microtubules and provoking its own assembly (Maccioni and Cambiazo, 1995). Aberrant
phosphorylation of tau significantly decreases its affinity for microtubules promoting
disassembly and tau aggregation in PHF, which leads to NFT found in AD patients and in
other tauopathies (Berger et al., 2007; Delacourte, 2006). In fact, several lines of evidence
from mice and humans indicate a strong correlation between the extent of tau pathology and
cognitive dysfunction (Arriagada et al., 1992; Ashe and Zahs, 2010; Bancher et al., 1993;
Guillozet et al., 2003: Orejana et al., 2012).

Many kinases and phosphatases are involved in the regulatory mechanisms of tau
phosphorylation. The kinases Cdk5 and GSK-3f have been extensively studied in the SAMP8
mouse (Canudas et al., 2005; Orejana et al., 2012; Tajes et al., 2008). However, little has
been described about the role of JNK pathway on tau pathology in this mouse model, although
it is well known the importance of JNK in tau phosphorylation (Ploia et al., 2011; Yoshida et
al., 2004). We would like to highlight that Kumar et al. (2000), reported high levels of MAPKK4
mRNA in the hippocampus of aged SAMP8 mice. MAPKK4 is a kinase associated with
neurodegenerative disorders, like AD (Butterfield and Poon, 2005) and it is the main
responsible of the activation of p-JNK (Kim et al., 2006). In addition, a more recent study has
observed increased levels of p-JNK in the cortex of 3 month old SAMP8 mice (Tajes et al.,
2010). In agreement with these investigations, when levels of p-JNK and p-c-Jun in both
SAMR1 and SAMP8 strains of mice were compared, we found increased levels of p-JNK in
the hippocampus of 6-month old SAMP8 animals when compared to SAMR1 mice.

A previous study from our group demonstrated that the PDES5 inhibitor sildenafil
ameliorates the cognitive decline and tau pathology in 6-month old SAMP8 mice (Orejana et
al., 2012). Here we demonstrate that the same treatment of sildenafil also reverses the
increased levels of both p-JNK and p-c-Jun in SAMP8 mice, in agreement with Zhao et al.

(2011) who has recently reported that sildenafil is a potent inhibitor of JNK in vitro. This finding
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provides another plausible mechanism to explain the beneficial effects observed in sildenafil

treated animals.

In order to further elucidate the implication of JNK in in the cognitive capability and tau
phosphorylation in this mouse model we next administered D-JNKI-1, the most specific JNK
inhibitor peptide (Borsello et al., 2003). In agreement with previous studies (Cheng et al.,
2008), 6-month-old SAMP8 mouse exhibits learning and memory deficits in the MWM task in
comparison to age matched SAMR1 mice. Interestingly, on the last day of the acquisition trial
of the behavioural test, we showed an improvement of the learning capability of SAMP8 mice
treated with the JNK inhibitor, D-JNKI-1, when compared to saline-treated SAMP8 mice. This
improvement on the cognitive deficits was further confirmed when the day after their memory
retention was evaluated in the probe trial test. Next, in order to understand the mechanisms
underlying the cognitive improvement observed in D-JNKI-1-treated SAMP8 mice, we focused
our study on the effects of JNK inhibition on tau pathology.

A broad amount of evidence indicates that p-c-Jun is a downstream target of p-JNK,
which induces its phosphorylation at Ser73. D-JNKI-1 blocks the access of p-JNK to ¢c-Jun and
other substrates by a direct competiive mechanism without interfering with its
activation/phosphorylation state (Barr et al., 2002; Bonny et al., 2001). Moreover, the inhibitory
effect of this peptide correlates with decreased levels of phosphorylated c-Jun (Borsello et al.,
2003). Because D-JNKI-1 decreased c-Jun phosphorylation levels at Ser73 in the
hippocampus of SAMP8 and SAMR1 animals, we can be confident in the effectiveness of the

treatment used to inhibit JNK activity.

Recently, Ploia et al. (2011) have reported a beneficial effect of D-JNKI-1 on tau
pathology in a transgenic mouse model of AD. In addition, it has been demonstrated that D-
JNKI-1 was able to reduce p-tau accumulations in mice with traumatic brain injury (Tran et al.,
2012). Based on these premises, we subsequently measured the phosphorylation of tau at
S202/T205 (AT8 epitope), which has been demonstrated to be the most appropriated antibody
for analyzing JNK-induced tau phosphorylation (Ploia et al., 2011). As expected, our results
show an increase in the hippocampal levels of p-tau (AT8) in 6-month old SAMP8 animals
when compared with aged-matched SAMR1, in agreement with Canudas et al. (2005).
Moreover, the treatment with the JNK inhibitor reversed these increased levels of phosho-tau
demonstrating the involvement of JNK in the hyperphosphorylation of tau found in 6-month old

SAMP8 mice and giving a plausible explanation for the improvement on the cognitive deficits
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found in D-INKI-1 treated animals. Noteworthy, the reversion of cognitive deficits and tau
hyperphosphorylation observed in D-JNKI-1-treated SAMP8 mice was milder than that
observed in mice treated with sildenafil (Orejana et al., 21012) highlighting the modulation of
the activity of other kinases (GSK-3[ and Cdk5) in the beneficial effects afforded by the PDE5

inhibitor.

Phosphorylation at S202/T205 is an early event in tau hyperphosphorylation (Kimura
et al., 1996; Lauckner et al., 2003; Maurage et al., 2003) and is associated with an early stage
of the pathology in human AD brains and other tauopathies (Luna-Munoz et al., 2007;
Maurage et al., 2003; Su et al., 1994). Accordingly, our findings provide further support for the
potential therapeutic profile of sildenafil for the treatment of aged related memory impairments
and other neurodegenerative disorders such as AD and other tauopathies.
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Discusion

El envejecimiento puede definirse como “el cambio gradual e intrinseco en un
organismo que conduce a un riesgo creciente de vulnerabilidad, pérdida de vigor, enfermedad
y muerte”. A nivel del SNC el envejecimiento en humanos, asi como en animales de
experimentacion, se asocia por una parte con el deterioro de la capacidad cognitiva y por
otra, con un aumento del riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas (Barzilai y
col., 2006; Mehta, 2007). El aumento de la esperanza de vida en la sociedad actual unido al
hecho de que no exista una teoria que expligue completamente el fendmeno del
envejecimiento, ha fomentado el interés cientifico y social sobre este tema. En este sentido,
identificar los principales marcadores del envejecimiento y su interaccién se hace necesario
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a tratar de prevenir o ralentizar
su progresion, asi como el de las enfermedades neurodegenerativas asociadas al mismo,

como la EA.

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta el desarrollo de estas
investigaciones es la falta de un buen modelo animal que desarrolle y reproduzca las
caracteristicas que se observan en estos pacientes. El ratdn de senescencia acelerada
SAMP8 se caracteriza por presentar de manera espontanea un envejecimiento acelerado que
se pone de manifiesto con una menor esperanza de vida, lordosis, pérdida de pelo y
disminucion de la actividad fisica (Hamamoto y col., 1984; Takeda y col., 1994), a diferencia
de la cepa control SAMR1 que posee un patrdn de envejecimiento normal (Takeda, 1999). Es
interesante destacar que el raton SAMP8 muestra ademas otras caracteristicas como déficits
en el aprendizaje y en la memoria, depdsitos del péptido B-amiloide (Del Valle y col., 2010;
Tomobe y Nomura, 2009), un aumento de la expresion de la proteina tau hiperfosforilada en
el cerebro (Canudas y col., 2005) y neuroinflamacion (Wu y col., 2005). Teniendo en cuenta
todos estos aspectos, el raton SAMP8 ha sido propuesto como un buen modelo para
investigar la EA esporadica (Liu y col., 2012; Pallas y col., 2008), asi como para el estudio de
los mecanismos que subyacen al déficit cognitivo asociado al envejecimiento (Tomobe y
Nomura, 2009), suponiendo una herramienta util para establecer potenciales dianas

terapéuticas que mejoren el declive cognitivo en ambos casos.

En el presente trabajo se ofrecen nuevas evidencias sobre la implicacion de las
patologias tau y amiloide en los déficits cognitivos que presenta este modelo animal a
distintas edades. Ademas, se identifican las principales cascadas de sefalizacion intracelular
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implicadas en dichas patologias lo que nos permite sefialar nuevas dianas terapéuticas para

el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento.

El sildenafilo es un inhibidor de la enzima PDE5 que fue aprobado inicialmente para
el tratamiento de la disfuncion eréctil y en la actualidad también se comercializa para tratar la
hipertensiéon pulmonar (Mostafa, 2008). Aparte de sus aplicaciones médicas, se ha
demostrado que el sildenafilo produce una mejora de la memoria en la rata y en el ratdn
(Baratti y Boccia 1999; Prickaerts y col., 2002; Rutten y col., 2005) y disminuye el deterioro
cognitivo inducido tras la inhibicion de la NOS, el bloqueo de los receptores colinérgicos
muscarinicos, la diabetes o un shock eléctrico (Devan y col., 2004; 2006; 2007; Patil y col.,
2006). Recientemente se ha demostrado, ademas, que el sildenafilo restablece la pérdida de
la funcion cognitiva observada en distintos modelos de raton transgénicos para la EA
(Cuadrado-Tejedor y col., 2011; Puzzo y col., 2009).

Basandonos en todas estas premisas nos propusimos estudiar si el sildenafilo, en
una dosis comparable a la que se usa en los humanos, era capaz de revertir el deterioro del
aprendizaje y de la memoria que mostraron los ratones SAMP8 de 6 y 9 meses de edad en el
MWM. Ademas, en el caso de los ratones de 9 meses se hizo una prueba adicional: el test de
la evitacion pasiva. Los resultados demuestran que el tratamiento con sildenafilo mejora el
déficit cognitivo de los ratones SAMP8 en las diferentes pruebas a las que fueron sometidos.
Con el objetivo de analizar los mecanismos que subyacen a estos efectos beneficiosos,
estudiamos el efecto del sildenafilo sobre las principales patologias asociadas al deterioro

cognitivo que presenta el ratén SAMP8: la patologia tau y la patologia amiloide.

Se ha descrito que los ratones SAMPS8, ya desde los 5 meses de edad, presentan
una marcada hiperfosforilacion de tau que esta implicada en la degeneracion neurofibrilar y
en el proceso de envejecimiento acelerado que caracteriza a este modelo de ratén (Canudas
y col., 2005; Garcia-Matas y col., 2008; Sureda y col., 2006). Por esta razon, en una primera
parte del trabajo en la que nos centramos en el estudio de la patologia tau utilizamos ratones
SAMP8 y SAMR1 de 6 meses de edad. Sin embargo, los acumulos del péptido Ap se
observan en el hipocampo de los ratones SAMP8 a edades mas avanzadas y aumentan en
numero y extension en funcién de la misma (Del Valle y col., 2010). Por ello, la valoracion del

efecto del sildenafilo sobre la patologia amiloide se realizé en ratones de 9 meses de edad.
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Los resultados de los trabajos presentados en esta memoria demuestran que el
sildenafilo es capaz de revertir ambas patologias, tau y amiloide, en este modelo animal.
Teniendo en cuenta que la disminucién de los niveles de fosfo-tau asi como del péptido A se
han relacionado directamente con una mejora cognitiva en diversos modelos animales
(Arriagada y col., 1992; Ashe y Zahs, 2010; Bancher y col., 1993; Cuadrado-Tejedor y col.,
2011; Guillozet y col., 2003) y en el propio ratén SAMP8 (Kumar y col., 2000; Morley y col.,
2000; 2002), la reversién de ambas patologias podria ser la causa responsable de los efectos
beneficiosos en la conducta observados en los ratones administrados con sildenafilo. Al
analizar los posibles mecanismos intracelulares que podrian estar detras de estos efectos
positivos encontrados, destacamos principalmente la inhibicion de las vias calpaina/p25/Cdk5
y p-JNK/tau y la activacion de la cascada Akt/GSK-3f (Ser9) (Fig. 10).

Calpaina/p25/Cdk5. La sobreactivacion de calpaina, ocupa un puesto importante en
la hipdtesis del envejecimiento celular. Muchos estudios han observado que los niveles de la
actividad de calpaina en el cerebro aumentan durante el proceso de envejecimiento (Benuck
y col., 1996) y que se correlacionan inversamente con la esperanza de vida en distintos
modelos animales (Nixon, 2003). Ademas, el incremento en la activacion de calpaina esta
implicado en la disfuncidn sindptica y participa en el fenémeno de muerte neuronal que tiene
lugar en la EA (Nixon y col., 1994). Entre sus muchas funciones, la calpaina regula la
actividad del complejo Cdk5-p35 ya que, mediante el corte proteolitico de p35 en p25,
produce la activacion de la quinasa Cdk5 con la consecuente fosforilacién de sus distintos
sustratos entre los que se incluye la proteina tau (en los residuos Ser202/Thr205 reconocido
por el anticuerpo AT8) (Ahlijanian y col., 2000; Augustinack y col., 2002; Patrick y col., 1999).

Por otro lado, trabajos previos han observado que p25 también induce la produccion
y la acumulacion de A in vivo (Cruz y col., 2006) posiblemente a través de una regulacion
transcripcional de la expresion de la B-secretasa, BACE1 (Wen y col., 2008). Al hilo de esta
hipdtesis, recientemente se ha demostrado que la activacion de la calpaina aumenta los
niveles de BACE1, lo que sugiere un posible mecanismo por el cual la calpaina aumenta el
procesamiento amiloidogénico de la APP y, en consecuencia, la produccion de AB (Liang y
col., 2010). Confirmando la implicacion de esta cascada intracelular en las patologias tau y
amiloide, un estudio reciente ha demostrado que la sobreexpresion de un inhibidor endégeno
de calpaina, calpastatina, previene la fosforilacion de tau, la pérdida de sinapsis y disminuye
la formacion de las placas de amiloide en un modelo murino transgénico de EA (Higuchi y
col., 2012).
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Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que una disfuncion de esta via de
sefializacion intracelular calpaina/p25/Cdk5 es la responsable, por un lado, de la
hiperfosforilacion de tau (reconocida por el anticuerpo AT8) que se observa en el hipocampo
de los ratones SAMP8 de 6 y 9 meses de edad y, por otro, del aumento de la expresion de
BACE1 y Ap encontrado en estos mismos animales. La inhibicion de la actividad de calpaina
y de Cdk5 acompanada por el descenso de los niveles de fosfo-tau (AT8) y AR observados
tras la administracién de sildenafilo confirman esta hipdtesis y proporcionan algunas de las
bases moleculares que explicarian la mejora cognitiva encontrada en los ratones SAMP8
tratados con el inhibidor de la PDES5.

Akt/GSK-3B. A continuacion, teniendo en cuenta la implicacion de GSK-3f en la
fosforilacién de tau (Avila y col., 2004), analizamos la actividad de esta cinasa a los 6 meses
de edad, pero no encontramos ninguna diferencia en los SAMP8 al compararlos con los
niveles obtenidos en los SAMR1. Estos resultados estan de acuerdo con aquellos publicados
previamente (Canudas y col., 2005) y también con el hecho de que a esta edad, no
encontramos diferencias en la hiperfosforilacion de tau medida con el anticuerpo PHF-1 que
va dirigido contra la fosforilacion de tau en los residuos Ser396/Ser404, exactamente donde la
GSK-3B muestra su mayor actividad de fosforilacion (Augustinack y col., 2002). Sin embargo,
los ratones SAMP8 de 9 meses de edad si mostraron un aumento en los niveles de p-tau
detectado mediante el anticuerpo PHF-1, sefialando una pronunciada actividad de GSK-3f en
estos ratones afosos. La explicacion de las diferencias encontradas entre los 6 y los 9 meses
de edad podria ir en la linea de lo demostrado por Plattner y col. (2006), quienes observaron
que la sobreactivacion de Cdk5 (hecho que nosotros hemos observado en los ratones
SAMP8 de 6 meses de edad) produce una inhibicion compensatoria de la GSK-3, regulacion

que se pierde durante el proceso de envejecimiento.

Asimismo, varios estudios han evidenciado el efecto beneficioso de la inhibicion de
GSK-3p en el procesamiento amiloidogénico de la APP en ratones transgénicos para la EA
(Sereno y col., 2009; Su y col., 2004). Ademas, un trabajo reciente ha demostrado que GSK-
3P podria regular la expresion de la B-secretasa, Catepsina B, y, en consecuencia, modular
los niveles de AR (Shiy col., 2012). Nuestros resultados confirman la implicacién de GSK-3p3
en la patologia tau y amiloide en los ratones SAMP8 de 9 meses de edad, ya que el aumento
de su isoforma inactiva (fosfo-Gsk3p-ser9) mediada por sildenafilo (via un aumento
significativo de los niveles de fosfo-Akt, su principal modulador) revierte los niveles elevados

de PHF-1, Catepsina B y Ap encontrados en el hipocampo de estos animales.
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GFAP. Numerosos estudios apoyan la asociacion entre la neuroinflamacion y la
neurodegeneracion (revisado por Cacquevel y col., 2004). De hecho, trabajos recientes de
neuroimagen han demostrado que la activacion de la glia correlaciona con la progresion
clinica de la EA (Cagnin y col., 2002; Luterman y col., 2000). Aunque se desconocen las
causas concretas que llevan a este aumento de la activacion glial, los acumulos del péptido
AR parecen ser unos buenos candidatos para iniciar y favorecer esta respuesta inflamatoria
cerebral (McGeer y col., 2000). De acuerdo con estas premisas, analizamos también los
niveles de GFAP, un buen marcador de la activacion astrocitaria, en los ratones SAMP8 y
SAMR1 de 9 meses de edad. Nuestros resultados demuestran que los SAMP8 presentan un
aumento en la expresion de GFAP, en concordancia con lo descrito por otros autores (Wu y
col., 2005). Es interesante destacar que la administracion de sildenafilo disminuyd
significativamente la expresion de dicho marcador tanto en los ratones SAMR1 como en los
SAMPS8, evidenciando un posible efecto beneficioso sobre la neuroinflamacion por parte del
inhibidor de la PDES5, efecto que podria estar jugando un papel importante en la mejora

cognitiva observada en los animales tratados con el sildenafilo.

JNK. Teniendo en cuenta que el sildenafilo disminuye la fosforilaciéon de JNK en un
modelo in vitro (Zhao y col., 2011), quisimos valorar el efecto de este farmaco en la activacion
de JNK en nuestros ratones. Los resultados obtenidos muestran que el sildenafilo es capaz
de revertir el aumento de los niveles de fosfo-JNK observado en el hipocampo de los
animales SAMP8 de 6 meses de edad. De acuerdo con el hecho de que una reduccion de la
fosforilacion de tau pudiera ser terapéuticamente beneficiosa en el deterioro del aprendizaje y
de la memoria (Noble y col., 2003) y visto que el papel de la via JNK en la patologia tau
observada en el raton SAMP8 parece estar poco descrito, nos propusimos estudiar la
implicacion de esta via en la hiperfosforilacion de tau en este modelo de raton. Para ello
analizamos el efecto del inhibidor de JNK (D-JNKI-1) sobre el deterioro del aprendizaje y de la
memoria que muestra el ratbn SAMP8 a los 6 meses de edad en el MWM. Los resultados
muestran que JNK- si bien no es la unica cinasa implicada- parece tener un papel importante
en la hiperfosforilacion temprana de tau en este modelo animal, ya que la inhibicién de su
actividad se vio acompafada por una reversion parcial de los déficits cognitivos y una
disminucion significativa de los niveles de la proteina tau fosforilada.
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Efecto del sildenafilo sobre las principales vias de
sefalizacion implicadas en el déficit cognitivo mostrado por
el raton SAMP8

[-] Sildenafilo

Calpaina «—— ———>  p-Akt

[-] l

v

CdK5/p25 ——» g

BACE1
Via de sefializacion Efecto del sildenafilo
— Inhibicién [-] Descenso
— Activacion Incremento

Figura 10. Mecanismo por el cual el sildenafilo ejerce su efecto terapéutico sobre el deterioro
cognitivo del ratén de senescencia acelerada SAMP8. El sildenafilo revierte las patologias tau y
amiloide a través de la activacidn de la cinasa Akt y la inhibicion de la calpaina y de JNK. Como
consecuencia, se activan una serie de cascadas de sefalizacién intracelular que conllevan a una
disminucion del depdsito del péptido AB y a una reduccidn de la fosforilacion de tau que, en ultima
instancia, se manifiesta en una mejora del declive cognitivo que presenta el ratdn SAMP8. Akt:
proteina cinasa tipo B; GSK-3p: cinasa glicégeno sintasa 3p; Cdk5: cinasa dependiente de ciclina;
BACE1: B-secretasa; AB: péptido B-amiloide; GFAP: proteina acidica glial fibrilar; JNK: cinasa N-
terminal de c-Jun.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo proponen a las cinasas Akt, Cdk5,
GSK-3pB y JNK como potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento del déficit cognitivo
asociado a la edad, asi como de las patologias tau y amiloide que suelen ir acompanando a
algunas enfermedades neurodegenerativas en particular a la EA. Ademas presentan a los
inhibidores de la PDE5 como excelentes candidatos para el tratamiento de estas patologias.
Es importante sefalar en este punto que a los efectos beneficiosos del sildenafilo
demostrados a nivel del SNC, se le suma la ventaja de que es un farmaco que ya se utiliza en
terapéutica y en particular en personas de edad avanzada. Esto supone una serie de ventajas
y aspectos favorables a la hora de llevarlo a la clinica puesto que la investigacién preclinica
(que es la parte mas cara del desarrollo de un medicamento) estaria ya cubierta y sus efectos
adversos, después de mas de 10 afios en el mercado, son de sobra conocidos.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en la presente Tesis doctoral se puede concluir que:

1. El sildenafilo restablece los déficits del aprendizaje y de la memoria y mejora la patologia
tau que presentan los ratones SAMP8 de 6 y 9 meses de edad, probablemente a través de la
modulacion de las vias Ak/GSK-3B, Cdk5/p25 y p-JNK/tau.

2. En los ratones SAMP8 y SAMR1 de 9 meses de edad, la mejora de los déficits cognitivos
observada en los ratones tratados con sildenafilo podria estar mediada, ademas, por una
modulacion del procesamiento amiloidogénico de la APP y la consecuente reduccion de los
niveles de AB y GFAP. Este efecto beneficioso podria ser consecuencia del descenso en la
expresion de las B-secretasas Catepsina B y BACE1, posiblemente a través de la modulacion
de las cascadas de sefalizacion intracelular Akt/GSK-38 vy Calpaina/Cdk5/p25,

respectivamente.

3. Teniendo en cuenta que la administracion de D-JNKI-1, inhibidor especifico de JNK, revirtié
parcialmente el déficit cognitivo y la hiperfosforilacion de tau en los ratones SAMP8 de 6
meses de edad, podemos confirmar la implicacion de JNK en el desarrollo de la patologia tau

en este modelo animal.

4. En conjunto, los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo de investigacion
presentan como posibles dianas terapéuticas a las cinasas Akt, Cdk5, GSK-3B y JNK en el
tratamiento del déficit cognitivo asociado a la edad. Nuestros resultados demuestran ademas
que el sildenafilo, al ser capaz de revertir tanto la patologia tau como la amiloide, dos de los
principales marcadores de la EA, en el ratdbn SAMP8, podria resultar un excelente candidato
para el tratamiento de dicha patologia y de otros trastornos asociados al envejecimiento.
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