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Introduccion

1. Enfermedad de Alzheimer

1.1. Definicion y epidemiologia

La enfermedad de Alzheimer (EA), la causa mas frecuente de demencia en los
ancianos, es una patologia degenerativa cerebral irreversible, caracterizada por el
deterioro gradual de neuronas focalizada principalmente en el hipocampo y la corteza
cerebral, cuya causa no es del todo conocida. Desde un punto de vista clinico, la EA se
caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones cognitivas. El sintoma inicial mas
frecuente es una pérdida de memoria a la que se anaden, a medida que avanza la
enfermedad, un deterioro en otras capacidades como el lenguaje, el razonamiento y la

orientacién temporo-espacial, ademas de cambios en la personalidad y la conducta.

Es una enfermedad con una importante trascendencia econdémica y social, puesto
gue cursa con una pérdida gradual de la capacidad del paciente para valerse por si mismo.
Este hecho hace que en las ultimas fases de la enfermedad, el paciente dependa
totalmente de sus familiares y/o sus cuidadores, que deben enfrentarse diariamente a

problemas como la desorientacion, la agresividad o su aseo.

Esta patologia recibe su nombre del Dr. Alois
Alzheimer (1864-1915) (Figura 1), médico aleman que
en 1906 describié una nueva enfermedad que producia
pérdida de memoria, desorientacion, alucinaciones y
finalmente la muerte. La enfermedad fue diagnosticada

por primera vez en una mujer de 51 afios, llamada

Auguste D. (1850-1906) (Figura 1) que habia

Fig. 1. A la izda.: Alois Alzheimer (1864-

ingresado en el Hospital de Frankfurt a causa de un  1915). Ala drcha: Auguste D. (1850-1906).

cuadro clinico caracterizado por una desorientacion, falta de memoria, dificultad para leer
y escribir, paranoia y desintegracidn psicosocial, que por entonces eran los sintomas para
la definicion legal de demencia. Los sintomas fueron empeorando gradualmente, hasta
tener alucinaciones y pérdida de numerosas funciones mentales. En el examen

neuropatoldgico del cerebro de esta mujer se descubrié que su corteza cerebral era mas
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delgada de lo normal, ademas de presentar otras anormalidades: placas seniles
(estructuras que previamente ya se habian observado en los cerebros de los ancianos) y los
llamados ovillos neurofibrilares (ONFs), que fueron descritos por primera vez en la historia.
El trabajo se publicd en 1907 con el titulo “Ueber eine eigenartige Erkrankung der
Hirnrinde” ("Una enfermedad grave caracteristica de la corteza cerebral"). La
denominacion del cuadro clinico como enfermedad de Alzheimer fue introducida, en 1910,

por Kraepelin en la octava edicidén de su "Manual de psiquiatria".

A dia de hoy la EA es un mal incurable, lo que justifica la necesidad de investigar
sobre los procesos patoldgicos que se producen durante la misma, intentando asi, con los
conocimientos adquiridos determinar dianas terapéuticas que puedan estimular el

desarrollo de nuevos farmacos que constituyan un tratamiento curativo de la EA.

A la luz de los estudios epidemiolégicos, parece claro que la edad es el factor de
riesgo mds importante para sufrir EA (Jorm, 2000). De hecho, la EA es la principal causa de
demencia en la poblacidn anciana siendo responsable del 50-60% de los casos (Cummings y
Cole, 2002; Blennow y col., 2006). Es ampliamente aceptado que existe un aumento
exponencial de las cifras de incidencia y prevalencia a medida que se cumplen afios (Launer
y Hofman, 2000). Su frecuencia se duplica cada 5 afios a partir de los 65, de forma que se
estima que una de cada 10 personas de mas de 65 aifos de edad y casi la mitad de los
mayores de 85 padece EA. Dado el progresivo envejecimiento de nuestra sociedad, tanto
en expectativa de afios como en nimero absoluto de personas mayores de 65 afios, la EA

se esta convirtiendo en uno de los grandes problemas sanitarios de la sociedad actual.

Segun las Ultimas estimaciones, un 0,4% de la poblacién mundial
(aproximadamente 26,6 millones) y mas de 8 millones de europeos sufren la EA. En Espania,
una de cada 4 familias cuenta con algun familiar que sufre demencia tipo Alzheimer, lo que
significa que mas de medio millén de espafioles la padecen. Si la situacién actual no cambia,
se teme que la incidencia de esta enfermedad aumente progresivamente hasta convertirse
en una gran epidemia, sobre todo en los paises desarrollados, donde se cree que el
numero de enfermos se duplicara en 2020, se triplicara en 2030 y se cuadriplicara en 2050

(Brookmeyer y col., 2007).
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Actualmente se considera la EA como la tercera enfermedad mads costosa detrds de
las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Se calcula que el coste medio anual por
paciente de EA en Espaiia es de entre 12000 y 24000 € (Duran, 2000; Atance, 2004), por lo
gue toda terapia encaminada a ralentizar la progresién puede repercutir significativamente

en los costes de la misma.

En la mayoria de los casos se desconocen las causas que producen la EA. Se estima
que entre un 1y un 5% de los casos, la enfermedad se puede considerar que es de origen
hereditario (“Enfermedad de Alzheimer familiar” o FAD por sus siglas en inglés), en el que
la enfermedad se presenta antes de los 65 afios. En estos casos, el factor genético parece
ser el principal responsable de la enfermedad. Los casos restantes, en los que la
enfermedad aparece después de los 65 afios de edad, se consideran “EA esporadica o de

aparicién tardia”.

En cuanto a la EA familiar, hasta el momento se han identificado 3 mutaciones que
la causan: en el cromosoma 21, concretamente en el gen que codifica la proteina
precursora del B-amiloide (APP); en el cromosoma 14, en el gen que codifica las
presenilinas 1y 2 (PS1y PS2); y en el cromosoma 1, en el gen que codifica la PS2. En los 3
casos, las mutaciones tienen como consecuencia un aumento en la produccidn del péptido

AB (ver punto 1.4.1. de la Introduccidn).

1.2. Factores de riesgo

En la EA esporddica se han descrito multiples factores de riesgo que a continuacion

pasan a ser brevemente descritos:

- Edad:

El envejecimiento es, segln la OMS, el conjunto de modificaciones morfoldgicas y
fisiolégicas que aparecen con el paso del tiempo en los seres vivos, y supone, entre otras
cosas, una disminucién de la capacidad de respuesta a los distintos agentes nocivos que
inciden sobre el individuo. Dicho proceso de envejecimiento se caracteriza por una pérdida
funcional generalizada que aumenta tanto el riesgo de mortalidad como el de padecer

ciertas enfermedades entre las que se encuentran las enfermedades neurodegenerativas,
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siendo una de las mas frecuentes la EA. Los radicales libres, el genoma y la acumulacién de
distintas sustancias producidas por el metabolismo celular son, entre otros, distintos
factores que se han identificado como posibles responsables del envejecimiento del
individuo. En base a estas consideraciones, la edad puede considerarse como el factor de
riesgo mas importante de la EA, puesto que como se ha comentado en el punto 1.1., la
mayor prevalencia de la EA se encuentra en personas mayores de 65 afios, edad a partir de

la cual el riesgo de padecer la enfermedad se duplica cada 5 afios.

- Factores de riesgo genético:

Existe una predisposicién genética para sufrir la enfermedad en ciertos genotipos,
principalmente el polimorfismo para la apolipoproteina E (ApoE). En concreto, el haplotipo
E4 (ApoE4) triplica el riesgo de padecer la enfermedad en el caso de los heterocigotos y lo
multiplica por 10 en el caso de los homocigotos, respecto a los haplotipos ApoE2 Y ApoE3

(Huang, 2006; He y col., 2007).

- Factores de riesgo ambiental:

Salvo en el caso de la EA familiar, donde una Unica causa se relaciona con la
aparicion de la enfermedad (el componente genético), se podria considerar a la EA como
una enfermedad de origen multifactorial, que no se debe a una Unica causa sino a diversos

factores que contribuyen a su aparicion y desarrollo.
Enfermedad cardiaca y cerebrovascular:

La enfermedad cardiovascular estd asociada a un mayor riesgo de padecer EA,
especialmente en personas con aterosclerosis (Newman y col., 2005). El fallo cardiaco y la
fibrilacion auricular también podrian estar asociados a la demencia. De las misma manera,
los infartos cerebrales multiples y recurrentes se han asociado a déficit cognitivo y a la

aparicién de EA (Purandare y col., 2006).
Hipertension

Hay argumentos de indole epidemioldgico y experimental que dan base racional a

la posible interaccién entre la hipertension y la EA. Ademas, el tratamiento con
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antihipertensivos parece reducir la aparicion de deterioro cognitivo y el riesgo de

demencia. Este punto va a ser desarrollado en el apartado 3 de la presente Introduccion.
Hiperlipidemia:

Diversos estudios sugieren que puede haber factores asociados con el
metabolismo lipidico en la génesis o desarrollo del EA (Whitmer y col., 2005). Una cifra de
colesterol elevado (> 6,5 mmol/L), asociada o no a hipertensién arterial, hacia los 50 afios
es factor de riesgo de deterioro cognitivo leve (MCI) hacia los 70 (Kivipelto y col., 2001a).
En cuanto a los acidos grasos, la ingesta moderada o elevada de grasas insaturadas es un
factor protector, mientras que la ingesta moderada de grasas saturadas incrementa el
riesgo de padecer EA (Kalmijn y col., 1997; Morris y col., 2003), sobre todo en aquellos
individuos ApoE4 (Laitinen y col., 2006). Estos acidos grasos podrian conducir al desarrollo

de la enfermedad por diversos mecanismos como la aterosclerosis o la inflamacién.
Obesidad y diabetes:

Comienza a demostrarse la relacidon entre obesidad y diabetes con el deterioro
cognitivo y la demencia (Trakas y col., 2001), quiza asociado a la relacién que puede existir
entre la obesidad y la enfermedad cardiovascular. Un alto indice de masa corporal en la
edad adulta se relaciona con un incremento en el riesgo de padecer demencia en la vejez

(Kivipelto y col., 2005).

Por otro lado, un gran nimero de investigaciones han relacionado la demencia
(Stewart y Liolitsa, 1999), incluyendo la EA (Biessels y Kappelle, 2005), con la hiperglicemia
y la resistencia a la insulina (Steen y col., 2005; De la Monte y col., 2006). Una elevada
proporcién de afectados por la EA muestran altos niveles de insulina y baja utilizacion de
glucosa, perfil que es caracteristico de una resistencia a la insulina (Craft y col., 1996).
Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que el riesgo de desarrollar EA es
mayor entre los pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 (DM2) (Leibson y col., 1997; Ott y
col., 1999; Luchsinger y col., 2001; Arvanitakis y col., 2004; Biessels y Kappelle, 2005), por
lo que pudiera sugerirse que la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina pueden ser un

factor de riesgo para el desarrollo de la EA.
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Estrés:

Hay cada vez mas estudios que demuestran una posible relacidn entre el estrés y
los glucocorticoides (GC, sistema efector de la respuesta al estrés en el organismo), con un
aumento en el riesgo para padecer EA. La implicacion de los GC en los procesos de
aprendizaje y memoria esta ampliamente aceptada. El estrés y los GC tienen un gran
impacto sobre la ejecucidn cognitiva. El papel de los GC en el SNC puede ser tanto
neuroprotector como neurodegenerativo, dependiendo de la concentracién de los mismos
(Abraham vy col., 2001). Niveles basales normales de GC son necesarios para la
consolidacion de la memoria a largo plazo y los aumentos puntuales en la secrecién de los
GC durante el aprendizaje refuerzan la memoria espacial (Brinks y col., 2007; Sandi y
Pinelo-Nava, 2007). En cambio, la exposicién crénica a niveles altos de GC produce
alteraciones que eventualmente generan disfuncidn, atrofia y muerte neuronal en el
hipocampo. Como consecuencia, se provoca una reduccién del aprendizaje espacial y la
memoria, tareas que dependen en parte del buen funcionamiento del hipocampo (De

Kloet y col., 1999; Roozendaal y col., 2003).

Se ha encontrado un aumento en la EA de los niveles de cortisol en sangre, liquido
cefalorraquideo (LCR) y saliva (Martignoniy col., 1990; Hartmann y col., 1997; Weiner y col.,
1997; Hatfield y col., 2004; Elgh y col., 2006; Hoogendijk y col., 2006; Popp y col., 2009; Gil-
Bea y col., 2010). De hecho, se ha sugerido que los niveles elevados de cortisol y el estrés
podrian contribuir al desarrollo y mantenimiento de la enfermedad. Esta hipotesis ha sido
apoyada por estudios que demuestran que situaciones de estrés o niveles elevados de GC
exacerban la sintomatologia en los modelos transgénicos de EA (Green y col., 2006; Jeong y
col., 2006). Por todo ello, se ha sugerido que los niveles de cortisol en enfermos de EA
podrian tener relevancia prondstica. En relaciéon con este hecho, Csernansky y col. (2006)
demostraron que niveles elevados de cortisol en sangre durante la fase clinica de pre-
demencia predice un deterioro cognitivo mas rapido. Por otro lado, se han observado
niveles elevados de cortisol en LCR en pacientes con EA pero no en personas con MCI, lo
que sugiere que el aumento de esta hormona en LCR se relaciona con la progresion de la

enfermedad (Popp vy col., 2009).
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Depresidn:

Ademas de que la depresidn puede ser sintoma prodrémico de la EA, parece existir
una asociacién positiva entre historia de depresion y posterior desarrollo de EA (Jorm,
2000). Estudios epidemioldgicos sefalan que los pacientes afectados por la EA tienen una
alta prevalencia de depresién siendo ésta entre el 10 y el 50% (Butters y col., 2008). Dado
gue los sintomas depresivos de relevancia clinica se encuentran aproximadamente en un
20% de los pacientes enfermos de EA (Reifler y col. 1982; Patterson y col., 1990; Starkstein
y col., 1997), se sugiere que ambas enfermedades puedan compartir algunos mecanismos

patofisioldgicos.

También existen estudios que indican que tener historia previa de depresion puede
doblar o hasta cuadruplicar el riesgo de desarrollar demencia de tipo Alzheimer (Zalsmany
col., 2000; Pfenning y col., 2007). Ademds, pacientes deprimidos con MCI presentan un
mayor riesgo de desarollar EA que sujetos no deprimidos Unicamente con MCI (Modrego y
Fernandez, 2004). También existen estudios mostrando que los enfermos de EA con
antecedentes de depresion muestran un aumento de algunos marcadores
neuropatoldgicos de la EA (Rapp y col., 2006). Por otro lado, a pesar de que en la depresion
no se ha observado una elevada pérdida neuronal, varios estudios han mostrado un
incremento en los marcadores pro-apoptdticos, una disminucién en los marcadores anti-
apoptoticos y alteraciones en los niveles de BDNF en pacientes con depresién (Chen y col.,

2001) y en modelos experimentales de depresidn (Luo y col., 2004; Bachis y col., 2008).
- Inflamacion:

Mientras que en cerebros de personas de avanzada edad sin patologia se pueden
encontrar ligeros signos de neuroinflamacién, en aquellos con EA este factor aparece con
mucha mayor intensidad, observandose una significativa activacion de la microglia. Existen
evidencias de que el péptido AR, principal componente de las placas seniles, puede activar
la microglia (Paresce y col., 1996; Yan y col., 1998). Ademads, diversos estudios han
observado la activacion de astrocitos y de la microglia sin presencia de placas seniles tanto

en modelos animales de EA (Heneka y col., 2005) como en humanos (Cagnin y col., 2001),

11
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demostrando la importancia, al menos al comienzo de la enfermedad, de los oligdmeros de

AB en la activacion de la glia.

- Otros factores:

Otros factores importantes en la EA son el sexo, ya que se aprecia un riesgo mayor
de padecer la enfermedad en las mujeres (en proporcidn aproximada de 3 a 1), en
particular entre la poblacién mayor de 85 aios (Di Carlo y col., 2002; Schmidt y col., 2008),
el tabaquismo, la intoxicacion crdnica por ciertos metales como el cobre, el nivel de

educacion, los traumatismos craneoencefalicos graves, etc.

1.3. Patogénesis

Macroscopicamente, cerebros post-mortem de EA revelan una profunda atrofia

cerebral que afecta,

. . . Cerebro en fases
principalmente, a areas Cerebro sano avanzadas de la EA ,
Retraccion
. v ’ severa de la
cerebrales relacionadas 'q ] ! Corteza { - corteza
'-_ - | “ " cerebral

con el aprendizaje y la Ny @ 3 : iy

! ___p'_:,-_ : 3\ b -~ 5 severa

memoria como las i ]

cortezas temporal, i A " Hipocampo ; 2 . Encogimiento
hipocampo

parietal y frontal, el

. Fig. 2. Caracterisicas macroscopicas de la EA, atrofia cerebral. llustracién de Bob

hipocampo y |la
Morreale adaptada al castellano (American Health Assistance Foundation

amlgdala (Flgura 2)' www.ahaf.org/alzheimers).

La reduccién en el volumen cerebral se debe, principalmente, a una importante

degeneracion neuronal y sindptica (Mattson, 2004).

Histopatoldgicamente, los cerebros
de pacientes de EA muestran dos

estructuras patoldgicas caracteristicas: las

placas seniles extracelulares y los ONFs

intracelulares (Flgura 3)- Placas y ovillos Fig. 3. Principales marcadores histopatoldgicos de la EA.

son estructuras proteicas anormales que A) Placas seniles B) Ovillos neurofibrilares

se depositan en la corteza y el hipocampo a medida que aparece la neurodegeneracién
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asociada a la EA, y son la base del diagndstico definitivo de la enfermedad (Small y col.,

1997; Selkoe, 2004).
Placas seniles

Las placas seniles son depdsitos extracelulares compuestos principalmente por el
péptido beta amiloide (AB). Este péptido procede del procesamiento amiloidogénico de la
proteina precursora de amiloide (APP, ver punto 1.4. de la presente Introduccion) tras la
accion de las enzimas B-secretasa y y-secretasa, y forma agregados insolubles que se

acumulan y depositan.
Ovillos neurofibrilares

Los ONFs son acumulos filamentosos intracelulares de proteina Tau en estado
hiperfosforilado. La proteina Tau forma parte de una familia de proteinas asociadas a
microtubulos (microtubule-associated proteins, MAPs) y cuando esta proteina se

hiperfosforila (pTau) adopta conformaciones andmalas y se acumula (Goedert y col., 1991).

En los cerebros de los pacientes con EA, las placas seniles y los ONFs no estdn
distribuidos al azar sino que siguen unos patrones bien establecidos. Atendiendo a un
orden temporal, una de las primeras caracteristicas histopatoldgicas que se desarrolla en
los cerebros con EA es la aparicion de ONFs en un grupo de neuronas localizadas en la
porcién medial del l6bulo temporal, concretamente en la corteza entorrinal y en la
formacion hipocampal, viéndose afectadas las funciones de aprendizaje y memoria. A
medida que la enfermedad avanza, la presencia de los ONFs se extiende a areas asociativas
y estructuras subcorticales, lo que conduce a una acentuacidn del deterioro cognitivo del
paciente, mientras que las dreas motoras tienden a permanecer libres de éstos hasta los
estadios mds avanzados. Curiosamente, la distribucion de las placas seniles es mas
aleatoria, ya que, aunque también se localizan en dareas asociativas, su densidad es
relativamente menor en regiones clinicamente relevantes como el hipocampo (Braak y
Braak, 1995) mientras que pueden ser muy abundantes en regiones clinicamente silentes
(Arnold y col., 1991). Por tanto, se puede considerar que, en general, la distribucidn de los
ONFs se correlaciona mejor que la de placas seniles con las alteraciones clinicas

caracteristicas de esta demencia (Arriagada y col., 1992).
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Otro factor caracteristico en esta enfermedad, ademds de los dos rasgos descritos,
es la pérdida significativa de neuronas y sinapsis en areas vulnerables tales como regiones
limbicas y corticales (Scheff y Price, 2006), lo que contribuye a la aparicidn de los sintomas
clinicos debido a la desconexion de las neuronas entre las distintas areas cerebrales (Terry
y col.,, 1981). Al igual que en el caso de los ONFs, la pérdida neuronal y sinaptica se
correlaciona de forma muy precisa con la evolucién de las alteraciones clinicas observadas
en la EA (Matsui y col., 2006). La posible relacidn entre la muerte neuronal y los ONFs
merece ser comentada. Diferentes grupos de investigacion han puesto de manifiesto que
en el hipocampo, la estructura cerebral mas afectada en la EA, existe una correlacién entre
el numero de ONFs y el nimero de neuronas dafiadas, postulando que la acumulacién de
pTau en el interior de la neurona induce la formaciéon de ONFs, lo que provocaria un fallo
global en el funcionamiento celular y posterior muerte neuronal (Braak y col., 1994). La lisis
celular seria por tanto la responsable de la liberacidn de los ovillos en el espacio
extracelular (Smith, 2002). En este sentido, se puede admitir que el nimero y la
distribucién de estos ovillos se correlacionan tanto con el grado de pérdida de neuronasy

sinapsis como con el deterioro cognitivo en los pacientes.

Otras caracteristicas de la EA son el aumento del estrés oxidativo a nivel cerebral,
los fendmenos de inflamacion o las alteraciones en los procesos de expresién génica
(Cummings y Cole, 2002). Todas ellas son, sin embargo, procesos comunes en diferentes

enfermedades neurodegenerativas.

1.4. Etiologia

Pese a todo el conocimiento de algunos de los factores de riesgo asociados al
desarrollo de la EA (ver punto 1.2. de la presente Introduccidn), las causas de la
enfermedad no han sido completamente esclarecidas. Existen dos teorias principales que
intentan dar explicacién al desarrollo de la enfermedad. La principal de todas ellas es la
“hipdtesis de la cascada del amiloide”, que postula que el evento inicial que lleva
finalmente a la neurodegeneracion y a la demencia, es el desequilibrio entre la produccion
y el aclaramiento del péptido AB (Hardy y Selkoe, 2002; Meilandt y col., 2009; Crews y

Masliah, 2010). Por otro lado, existe la teoria de que la hiperfosforilacién de Tau y la
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degeneracion neurofibrilar es la responsable de los trastornos cognitivos que se producen
en la EA (Igbal y col., 2009). La patologia sindptica también ha sido implicada en la génesis

de la EA.
1.4.1. Hipoétesis de la cascada del amiloide

Como acaba de ser mencionado, una de las hipdtesis que intentan explicar las
causas de la EA es la hipdtesis de la cascada amiloide, que postula que en la EA se produce

un desequilibrio entre la produccion y el aclaramiento del péptido AP.

El AB es producido por el corte de la proteina precursora del amiloide (APP). La APP
es una proteina transmembrana muy ubicua a nivel celular que posee una porcién
intracelular pequeifia que contiene el extremo carboxilo terminal, una region
transmembrana y una porcidn extracelular relativamente larga (Figueiredo-Pereira y col.,
1999). Durante su procesamiento se libera AP directamente al espacio extracelular o al
intracelular que después puede ser secretado al exterior. El procesamiento de la APP
puede seguir dos vias metabdlicas: la no amiloidogénica y la amiloidogénica (Figura 4).
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Fig. 4. Procesamiento de la APP. Procesamiento no amiloidogénico (a la izda): la enzima a-secretasa corta la
porcién intermedia de la regién del péptido AB, dando origen a una proteina larga que es excretada al medio
extracelular (adAPPs), y un péptido de 83 aminoacidos (C83). Este es procesado por la y-secretasa produciendo
el péptido p3 y el fragmento C-terminal del APP (AICD). Procesamiento amiloidogénico (a la drcha): la B-
secretasa (BACE1) realiza un corte en el extremo amino terminal de la regidn del péptido AB, generando un
fragmento distal (BAPPs), y un péptido de 99 aminoacidos (C99). Este fragmento sufre un nuevo corte por la y-

secretasa, generandose el AICD y el péptido AB. (Adaptado de Cummings, 2004).

En condiciones no patoldgicas se produce principalmente el procesamiento no

amiloidogénico de la APP, donde la enzima a-secretasa corta la porcién intermedia
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correspondiente a la regién del péptido AB, concretamente en la Lys16, dando origen a una
proteina larga que se compone de practicamente toda la regidn extracelular de la APP y
gue es excretada al medio extracelular nada mas ser cortada (aAPPs), y un péptido de 83
aminoacidos denominado C83 (Yamazaki y col.,, 1996). Este ultimo es procesado
posteriormente por accion de la y-secretasa produciendo un péptido conocido como p3y
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, interaccién célula-matriz intersticial, crecimiento neuritico,
formacidn sinaptica y plasticidad neuronal (Shivers y col., 1988; Jin y col., 1994; Perez y col.,

1997; Meziane y col., 1998).

Una pequefa proporcién de la APP sufre un procesamiento amiloidogénico, dando
lugar al péptido AB. BACE1 realiza un corte en el extremo amino terminal de la region 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 aminoacidos unido a la membrana denominado C99, que contiene todo el
péptido AB y el extremo carboxilo de la APP. Este fragmento es internalizado rdpidamente
hasta el compartimento lisosomal donde sufre una nueva digestidén proteolitica por la y-
secretasa, generandose un péptido de 55-57 aminoacidos (AICD) y el péptido AR
(Figueiredo-Pereira y col., 1999), que puede variar entre 38 y 43 aminoacidos (Younkin,
1998; Selkoe, 2001a; Selkoe, 2001b). En humanos, la especie mayoritaria de AB es aquella
que contiene 40 aminodcidos (AB4) pero, aunque de manera minoritaria (10-15%), la y-
secretasa produce también péptidos de 42 aminoacidos (APs). En cambio, en
determinadas lineas de modelos animales de EA, la forma que se produce
mayoritariamente es la de 42 aminodacidos (Sabbagh y col., 2008). Se ha descrito que la
relacién entre la forma de 42 aminodcidos y la de 40 puede ser importante en la etiologia

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

La hipétesis de la cascada amiloide se sustenta en el componente genético de la EA,
puesto que se ha visto que las mutaciones que presentan los pacientes que padecen EA

familiar, ya sea a nivel de la APP o de las presenilinas (proteinas que forman parte del
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complejo y-secretasa), conducen a una mayor produccién del péptido AB de 42
aminoacidos. Ademas, es conocido que las personas con sindrome de Down, donde el gen
para la APP se encuentra duplicado, desarrollan placas de amiloide a una edad muy precoz.
También se ha observado en pacientes con EA familiar una duplicacién en el locus de la

APP (Rovelet-Lecrux y col., 2006).

Pese a que no existe uniformidad de criterios sobre la importancia de los

fragmentos derivados de la APP en la patologia de la EA, si se puede afirmar que el

extracelular

procesamiento amiloidogénico inicia una cascada e -
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Inicialmente se pensdé que el AB se
producia sélo en personas con EA, pero mas  Fig. 5. Hipétesis de la cascada amiloide.

tarde se comprobd que el AP se produce Segin esta hipdtesis se produce un

. . desequilibrio entre la producciéon y el
constitutivamente durante el metabolismo

aclaramiento del péptido AB, de forma que
celular normal (Haass y col., 1992). En ambos

ese AB se acumula a nivel cerebral,
casos, el AB acumulado sufriria un cambio de  gesencadenando la formacién de ONFs,
conformacion que facilitaria su agregacion en  inflamacion, excitotoxicidad glutamatérgica,

oligémeros solubles y, posteriormente, en fibras ~ ©Strés oxidativo y activacion de la apoptosis

celular. (Adaptado de Cummings, 2004).
insolubles que se depositarian en forma de
placas. Por ello, en el caso de la EA de tipo esporadico la hipdtesis estudiada defiende que
la acumulacidn de AB se debe al déficit en la capacidad de aclaramiento del mismo que
presentan los pacientes (Hama y Saido, 2005) y no a un aumento en su produccidn. De

hecho, diversos estudios han puesto de manifiesto que en cerebros de pacientes afectados

de EA se produce una alteracion significativa de los mecanismos encargados de la limpieza
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de proteinas andmalas tales como el péptido AB y la proteina Tau (Selkoe, 2000). Los
mecanismos implicados en la eliminacion del péptido AB han sido estudiados
exhaustivamente, encontrandose diversas vias implicadas, entre las que se encuentra la

degradacion enzimatica.

Las principales enzimas con actividad endopeptidasa implicadas en la degradacion
del péptido AP se caracterizan por ser metaloproteasas dependientes de zinc, entre las que
se encuentra la enzima degradadora de insulina (IDE o insulisina). La enzima IDE actua
extracelularmente y se encuentra presente ademas de en cerebro, en higado, rifidn y
musculo (Authier y col., 1996). El IDE juega un papel crucial en el aclaramiento cerebral del
AB (Kurochkin y Goto, 1994; McDermott y Gibson, 1997; Qiu y col., 1998) ya que, aunque el
sustrato principal de esta metaloproteasa es la insulina, IDE también se encarga de
degradar el péptido AB, impidiendo asi que se acumule, retrasando la formacién de placas
seniles y por lo tanto, protegiendo de la EA. Estudios histopatoldgicos han demostrado que
en cerebros de pacientes de EA hay una menor expresién de este enzima. Pero la evidencia
mas consistente acerca del papel de IDE en el procesamiento de AB se deriva de estudios
realizados en ratones knockout. Estos ratones deficientes en IDE presentan elevados
niveles de AP en el cerebro. Ademas, se ha observado que ratones heterocigéticos IDE —-/+
presentan niveles de AP intermedios entre los hallados en animales no transgénicos y los

encontrados en animales homocigéticos IDE -/~ (Farris y col., 2003).

Teniendo en cuenta todo esto, el IDE podria ser una importante diana terapéutica
para el tratamiento de la EA, ya sea sobreexpresandolo mediante terapia génica, o

aumentando su expresion/activacion.
1.4.2. Hipétesis de la proteina Tau

La proteina Tau se expresa de manera muy abundante en los axones de las
neuronas. Esta localizada en el citosol neuronal donde se une a la tubulina, entre otras
proteinas, formando los microtubulos de transporte celular. Este hecho le confiere un
papel fundamental, participando de este modo en la formacidon y mantenimiento de
dendritas, axones y, en general, de la estructura neuronal (Weingarten y col., 1975; Drubin

y Kirschner, 1986; Caceres y Kosik, 1990).
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Su funcién queda regulada por su grado de fosforilaciéon, por lo que al estar
hiperfosforilada en la EA es incapaz de llevar a cabo su papel fisioldgico, produciéndose un
colapso del sistema de transporte que conduce al mal funcionamiento de la comunicacién
intercelular y a la muerte neuronal. Esta observacidn apoya la hipotesis de la proteina Tau,
la cual defiende que es esta proteina la que da inicio a la cascada de trastornos en la EA
(Mudher y Lovestone, 2002). De acuerdo a este modelo, la hiperfosforilacién de Tau
aumenta su adherencia, lo que explica su tendencia a agregarse en forma de filamentos
helicoidales pareados (paired helical filaments, PHF) (Morishima-Kawashima y col., 1995),
que son capaces de enlazarse helicoidalmente formando, eventualmente, los ONFs
(Goedert y col., 1991). Cuando esto ocurre, los microtubulos se desintegran colapsando el

sistema de transporte de la neurona (Figura 6).

La proteina Tau puede ser
fosforilada en aproximadamente 79 residuos
de serina/treonina (Goedert y col., 1989). En
la EA, al menos 30 de estos residuos se I
encuentran fosforilados (Gong y col., 2005)

por dos tipos diferentes de quinasas: las

dirigidas a prolina, como la quinasa 3B de la
glicbgeno sintasa (GSK3B), la quinasa  Fig. 6. Alteracién de los microtibulos derivada de la

dependiente de ciclina 5 (Cdk5), p38 y la

fosforilacion de la proteina Tau. Cuando Tau se

hiperfosforila los microtubulos se desintegran

quinasa N-terminal de la c-Jun (JNK), asi

colapsando el sistema de transporte de la neurona. La

como por las no dirigidas a prolina como la
quinasa reguladora de Ila afinidad a  explica su tendencia a agregarse en forma de
microtubulos  (MARK), la quinasa |l filamentos helicoidales pareados, que son capaces de
dependiente de Ca*’/calmodulina tipo 2

(Adaptado de Querfurth y LaFerla, 2010).
(CaMKIl) y la quinasa dependiente de

adenosin monofosfato ciclico tipo A y C (PKA y PKC, respectivamente) (Morishima-

Kawashima y col., 1995; Gong y col., 2005; revisado por Avila, 2006).

Parece ser que estas fosforilaciones a menudo regulan el grado de unién de Tau a

los microtubulos (Busciglio y col., 1995). Ademas, pTau parece ser mas resistente a la
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proteolisis por diferentes proteasas, lo que contribuiria a la acumulacién de ésta en las

neuronas con el consiguiente efecto téxico (Shimuray col., 2004).

Finalmente, cabe destacar una idea propuesta en los Ultimos afios que sugiere que
la acumulacion de AB puede provocar la fosforilacion de Tau y, aunque ambos contribuyen
a la fisiopatologia de la enfermedad, esta ultima es quien principalmente produce el
deterioro de estructuras y de las funciones neuronales. De hecho, se ha observado que
cantidades elevadas de AB aumentan la formacién de lesiones por Tau fibrilar en modelos
animales de EA (Lewis y col., 2001; Oddo y col., 2003), apoyando la hipdtesis de que las
patologias amiloide y Tau aparecen cronolégicamente en este orden. No obstante, el nexo

entre AP y la patologia Tau sigue sin estar totalmente esclarecido.
1.4.3. Patologia sinaptica

Como ha sido comentado, la pérdida de sinapsis, junto con la presencia de ONFs,
es la caracteristica fisiopatoldgica de la EA que mejor se correlaciona con el grado de déficit
cognitivo (Terry, 2000). La degeneracién sindptica que se produce en la EA se caracteriza
por una pérdida progresiva de terminales axdnicas (Scheff y col., 2007), una disminucién en
la expresion de proteinas pre y postsinapticas (Almeida y col., 2005), alteraciones en la
estructura de espinas dendriticas (Knobloch y Mansuy, 2008) e incluso, la pérdida de las
mismas (Blanpied y Ehlers, 2004). Ademas de la gran pérdida sinaptica, también se
observan cambios compensatorios en las terminales restantes (DeKosky y Scheff, 1990;

Scheff y col., 1993; Scheff y Price 1993).

A pesar de que no estan claros los mecanismos patolégicos que conducen al dafo
sindptico en la EA, ademas de la relacién existente entre la aparicién de ONFs y el dafio
neuronal (ver punto 1.2.), el AB parece jugar un papel clave. La acumulacidn del péptido AB
intraneuronal parece ser uno de los principales responsables de la disfuncién sindptica que
se produce en la EA, y que se correlaciona con el déficit en los fendmenos de aprendizaje y
memoria que se observan en diferentes modelos animales de la EA. Por ejemplo, los
ratones transgénicos para APP han proporcionado evidencias de que la disfuncidn sinaptica
relacionada con AB puede ocasionar déficits en el aprendizaje y la memoria (Westerman y

col., 2002). Existen pruebas claras de los efectos directos de AB en mecanismos de
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plasticidad sindptica demostrando que la actividad neuronal puede inducir el
procesamiento de la APP para generar AB y que el péptido AB a su vez puede reducir la
transmisidn sindptica excitatoria. Diferentes investigaciones han revelado que las formas
solubles del mismo son capaces de deprimir la transmisién sinaptica a través de
mecanismos similares a la depresién a largo plazo, induciendo la fosforilacion de los

receptores glutamatérgicos tipo AMPA y su endocitosis (Hsieh y col., 2006).

A continuacion se describen dos de los marcadores de plasticidad sinaptica que

mas consistentemente han sido relacionados con la patologia de EA:
Sinaptofisina

La liberacidn de neurotransmisores es un proceso altamente regulado y que
comprende varios pasos: la direccidon de las vesiculas sindpticas a las zonas presinapticas
activas, el anclaje de las vesiculas a la membrana celular, la fusién entre la membrana
vesicular y la plasmatica y el reciclaje de la membrana vesicular (Sudhof, 2000). En ese
proceso participan las proteinas de las membranas vesiculares (De Camilli y Jahn, 1990), de
entre las cuales una de las mas abundantes es la sinaptofisina (Rehm y col., 1986). La
sinaptofisina fue la primera proteina de vesicula sindptica clonada y desde su
descubrimiento en 1985 (Wiedenmann y Franke, 1985), muchos laboratorios la han usado
como un marcador de neuroplasticidad que permite estudiar la distribucién y el nimero de
las sinapsis y/o la integridad general de la expresidn de proteinas sindpticas. No se conoce
su papel exacto en todo ese proceso de exocitosis de los neurotransmisores, pero se ha
visto que es fundamental para el control de la liberacién de estas sustancias, y como
consecuencia también para procesos como la LTP, el aprendizaje y la memoria, ya que se
ha visto que ratones knockout para esta proteina, presentan una fuerte disminucién en los

procesos de plasticidad sindptica (Spiwoks-Becker y col., 2001; Valtorta y col., 2004).

Diversos estudios han demostrado una pérdida de la proteina sinaptofisina en
cerebros de EA (Wakabayashi y col., 1994; Love y col., 2006). Segun lo observado, esta
pérdida ocurre inicialmente en el giro dentado del hipocampo y se extiende a la corteza

frontal a medida que la enfermedad se hace mas severa (Masliah y col., 1992).
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BDNF

Las neurotrofinas son moléculas que promueven el desarrollo y la supervivencia de
las neuronas (Bibel y Barde, 2000). De entre todas las neurotrofinas, el BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) destaca como regulador de la plasticidad sinaptica, la supervivencia y
diferenciacion neuronal y también como diana clave para el desarrollo de nuevos
tratamientos para desdrdenes neuronales (Binder y Scharfman, 2004). Se ha descrito que
el BDNF parece ser fundamental para la supervivencia continua y el mantenimiento del
fenotipo de neurona madura, de manera que se estima que los cambios en los niveles y la
distribucion podrian ser importantes en la patogénesis de enfermedades

neurodegenerativas.

Teniendo en cuenta que el BDNF regula la potenciacion sinaptica a largo plazo (LTP)
y otras formas de plasticidad (procesos que tienen un papel clave en la formacién y el
almacenamiento de memoria y estdn afectados en la EA), una reduccion en los niveles

enddgenos de esta neurotrofina podria subyacer a la patofisiologia de la EA.

Los primeros estudios que hablan de la deficiencia de BDNF en la EA datan de los
afios 90, en los cuales se demostrd una disminucion selectiva de la expresion de ARNm en
el hipocampo de los pacientes con EA (Phillips y col., 1991). Estudios posteriores mostraron
también disminuciones de esta expresion en el neocértex y el nicleo basal de Meynert,
fuente principal de inervacién colinérgica de la corteza cerebral (Murer y col., 1999; Murer
y col., 2001; Tapia-Arancibia y col., 2008). Mas tarde se pudo comprobar que no solo el
ARNm, sino también los niveles de proteina tanto madura como inmadura (proBDNF)
disminuian cuando se median en el giro dentado, la corteza frontal o la corteza parietal de

enfermos de EA (Narisawa-Saito y col., 1996; Lee y col., 2005; Peng y col., 2005).

2. Tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer

Los tratamientos disponibles actualmente para la EA son tratamientos sintomaticos.
Estos tratamientos tienen como objetivo la mejora de la cognicidén pero no actuan sobre la

etiologia de la enfermedad. Sin embargo, dadas las importantes repercusiones humanas,
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sociales y econémicas de la enfermedad, es evidente la necesidad de buscar nuevos

tratamientos curativos.

2.1. Terapias actuales

Los farmacos que en la actualidad se emplean para el tratamiento sintomatico de

la EA son:
Inhibidores de la acetilcolinesterasa

En la actualidad se utilizan tres: donezepilo, rivastigmina y galantamina. Se ha
postulado que la degeneracién de las neuronas colinérgicas, sobre todo en el prosencéfalo
basal, causa una disminucién de los niveles de acetilcolina en las terminales presinapticas
de hipocampo y neocortex, lo que produciria alteraciones en la memoria (Terry vy
Buccafusco, 2003). Los farmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa aumentan la
disponibilidad de acetilcolina en la hendidura sindptica al inhibir la enzima encargada de su

degradacion.
Memantina

Es un antagonista débil y no competitivo del receptor de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA). En la EA, alteraciones de la actividad glutamatérgica produce un
aumento de los receptores de NMDA, lo que lleva a una disfuncién neuronal. La
memantina bloquea los canales NMDA de manera que modula los efectos patolégicos de
los niveles elevados de glutamato pero permitiendo al receptor activarse ante sefales

fisiolégicas normales.
Fdrmacos para el tratamiento de alteraciones conductuales

Ademas de las caracteristicas tipicas de la EA, la sintomatologia cognitiva viene
acompafiada por otras alteraciones conductuales, como pueden ser la agresién, agitacion
psicomotora, depresion, ansiedad, insomnio 6 psicosis (alucinaciones y delirios). Por tanto,
es frecuente que estos pacientes reciban ansioliticos, hipndticos, neurolépticos y/o

antidepresivos.
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Hay que sefalar que ninguno de los actuales farmacos detiene la degeneracién de
las neuronas o revierte la progresion de la enfermedad. Actualmente todos los esfuerzos
en la investigacién de nuevos farmacos se basan en las distintas hipdtesis sobre la etiologia
de la enfermedad que han sido postuladas, como por ejemplo la deposicidn de placas de

amiloide, la formacidn de ONFs y la neuroinflamacion.

2.2. Nuevas terapias

En los ultimos afos se ha sugerido la posible utilidad de diferentes grupos de
farmacos en el tratamiento de la EA, por lo que se estan realizando cada vez mas estudios

que se encuentran en diferentes fases de desarrollo (Tabla 1).

Tabla 1. Fases del desarrollo de terapias actuales para la EA (Adaptado de Haas, 2012)

Inhibidores de B-secretasa 3 1,10, 1
Inhibidores de y-secretasa 7 1,10, 10
Moduladores de y-secretasa 3 ]
Potenciadores de a-secretasa 12 I, 1
Farmacos que actlan sobre receptores serotonérgicos 5 I, 1l
Farmacos que afectan a la acetilcolina 4 ]
Inhibidores de la agregacion de AB 10 1,1
Inmunoterapia contra AB 11 1, 11, 10
Inhibidores de fosforilacién de Tau 3 11, 1
Potenciadores de |la desfosforilacion de Tau 3 1,1
Inhibidores de agregacién de Tau/degradadores de ovillos 3 I, 1
Anti-inflamatorios/Neuroprotectores 9 11, 1
Suplementos nutricionales 10 I, 1, 1Iv
Antagonistas de receptores de histamina 3 1,11
Antagonistas de receptores adrenérgicos 1 ]
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Algunas de las terapias farmacoldgicas potencialmente Utiles para el tratamiento

de la EA son:
Moduladores de las secretasas

Se observd que ratones knockout de BACE1 no producen AB ni desarrollan un
fenotipo clinico (Luo y col., 2001). Ademas, los inhibidores de la B-secretasa disminuyen los
niveles cerebrales de AB, lo que podria reducir la patologia (Chang y col., 2004). Sobre los
inhibidores de la y-secretasa hay dudas debido a los efectos adversos ya que también
actian sobre otros sustratos como Notch (Wolfe, 2008). Sin embargo, los nuevos
inhibidores generados han demostrado no afectar a la sefializacion de Notch (Petit y col.,

2001), asi como buena tolerancia en ensayos clinicos en fase | (Siemers y col., 2005).
Inmunoterapia contra el péptido A8

La primera vez que se informd de esta posible terapia se demostré que la
inmunizacién activa con A fibrilar en un modelo animal de EA disminuia la agregacion del
péptido (Schenk y col., 1999). Los efectos pueden estar mediados por anticuerpos que
reconocen AP y que pueden unirse bien al péptido presente en placas, lo que induciria la
limpieza de dicho AP a través de la microglia (Schenk y col., 2004), o bien a formas solubles

del péptido, promoviendo la eliminacién al exterior del cerebro.
Fdrmacos inhibidores de la fosforilacion de Tau

Los candidatos que reducen la fosforilacién de Tau al inhibir quinasas tales como
Cdk5 y GSK3f, estan en distintas fases de ensayos clinicos. Sin embargo, ya que esta
fosforilacion depende de multiples quinasas y fosfatasas (Avila, 2006), la inhibicidn de una

Unica quinasa podria no ser suficiente para normalizar la fosforilacion de Tau.

Por otro lado, los resultados de diversos estudios epidemioldgicos sugieren la
posible utilidad de otros fdrmacos que actlan sobre diversos factores de riesgo

ambientales en el tratamiento de la EA:
Fdrmacos anti-inflamatorios

Como ya ha sido mencionado, la EA tiene un fuerte componente inflamatorio

(McGeer y McGeer, 2007). Diversos estudios epidemioldgicos han relacionado el uso de
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farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) con un menor riesgo de desarrollar EA

(Aisen, 2002).
Fdrmacos que disminuyen el colesterol

En un estudio de Sparks y col. de 1994, se observd que ratones alimentados con
una dieta muy alta en colesterol desarrollaban acumulaciones intracelulares de AB. Sin
embargo, a dia de hoy estudios epidemioldgicos no han podido concretar si el empleo de
farmacos que disminuyen el colesterol, mas concretamente las estatinas, son capaces de
modificar los niveles de dicho péptido, asi como de mejorar el estado cognitivo de los
pacientes (Hoglund y col., 2005; Sparks y col., 2005). Esto ha llevado a la realizacidon de

estudios mas amplios que se encuentran en desarrollo actualmente.
Fdrmacos antihipertensivos

Este punto se desarrolla en el apartado 3. de la Introduccion.
Estrégenos

Estudios epidemioldgicos han relacionado la suplementacién postmenopdusica con
estrégenos con un descenso en el riesgo de desarrollar EA (Tang y col., 1996). Estudios en
animales también sugieren que los estrégenos podrian tener diversos efectos beneficiosos
sobre la funcidon neuronal (Almeida y Flicker, 2005). Sin embargo, ensayos clinicos no

demuestran un menor riesgo de padecer la enfermedad (Shumaker y col., 2004).
Antioxidantes

Estudios basados en la ingesta de dietas ricas en antioxidantes, como la vitamina E,
demostraron que éstos disminuian el riesgo de padecer EA (Engelhart y col., 2002). Sin
embargo, otros ensayos clinicos randomizados no han demostrado ningin efecto de la

vitamina E sobre la progresién de la enfermedad (Petersen y col., 2005).
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3. Hipertension y Enfermedad de Alzheimer

Cada vez se acumulan mas evidencias acerca de la asociacién entre las cifras
elevadas de presidn arterial en la edad media de la vida y la aparicion de la EA en las

edades mas avanzadas (Kivipelto y col., 2001b).

La hipertensiéon produce desmielinizacion isquémica (Tuhrim y Levine, 2002),
pérdida neuronal hipocampal (Kril y col., 2002), asi como una disminucién de la integridad
vascular de la barrera hemato-encefalica (BHE), dando como resultado una extravasacion
de proteinas al tejido cerebral (Kalaria, 2010) que produce apoptosis, una reduccion de la
funcién sindptica y un aumento de la acumulacion de AB, desembocando todo ello en la

aparicién del deterioro cognitivo (Deane y col, 2004).

En base a todo esto, se considera que la conexidn entre hipertensidn arterial y EA
puede estar en la angiopatia amiloide que ésta produce (Vinters, 2001; Greenberg, 2002).
Como en la EA suelen encontrarse lesiones vasculares, ambas patologias podrian tener un
efecto sinérgico sobre la intensidad de la demencia. Por ello, es importante controlar los
factores de riesgo vascular como la hipertensidn, ya que podria contribuir a la prevencién
de la demencia (McCullagh y col., 2001; Maher y Schubert, 2009; Purandare, 2009). De
hecho, diversos estudios epidemioldgicos han encontrado que una reduccién de la presion
arterial podria ejercer un efecto protector sobre el deterioro cognitivo (Fogari y col., 2003,

2006).

Por otro lado, estudios clinicos sugieren que pacientes con hipertensién tratada
presentan menos lesiones neuropatoldgicas de EA (placas seniles y ONFs) que los
normotensos (Hoffman y col., 2009), datos que concuerdan con otras investigaciones que
también demuestran que la hipertensién podria estar involucrada en la acumulacion de
depdsitos de AP y la formacion de ONFs (Lee y col., 2003; Bomboi y col., 2010). Ademas, se
ha descrito un aumento de la presion arterial sistélica en pacientes con deterioro cognitivo
leve y pacientes con EA instaurada en comparacion con los pacientes control, existiendo

una correlacidn entre esta hipertension y el déficit cognitivo (Ciobica y col., 2011).

A pesar de estas evidencias, en la actualidad existe cierta controversia acerca del

efecto de la presidn arterial elevada sobre la funcidn cerebral, ya que aunque hay estudios
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gue sugieren una conexion entre el deterioro cognitivo y la hipertensién arterial (Posner y
col., 2002, Luchsinger y col., 2005), y que la hipertensién correlaciona negativamente con
las funciones cognitivas, especialmente con la memoria, la atencién y las funciones
ejecutivas (Hanon y col., 2005; Vicario y col., 2005), otros autores no encuentran ninguna

relacién entre ambos (in’t Veld y col., 2001; Qiu y col., 2003; Beeri y col., 2009).

Apoyando el papel de la hipertensién en el desarrollo de la EA, son cada vez mas
numerosos los trabajos que demuestran que el uso de ciertos farmacos antihipertensivos
parece disminuir la incidencia de la EA. Por ejemplo, Lopez-Arrieta y Birks (2002)
describieron que el nimodipino, un antagonista de canales de calcio, disminuye la
incidencia de EA en pacientes con hipertensién. El ensayo Syst-Eur mostré que
tratamientos a largo plazo con el antihipertensivo nitrendipino redujo el riesgo de
demencia, y en particular de EA, en pacientes hipertensos y tras seguimiento de 2 afos
(Forette y col., 2002). Guo y col (1999) describieron que el uso de B-bloqueantes protege a
sujetos mayores de desarrollar EA. Aln mas, el estudio Cache County sefialé que el uso de
medicacién antihipertensiva se asocia a una incidencia reducida de EA en los mayores de

65 afios (Khachaturian y col., 2006).

Entre estos farmacos se encuentra el propranolol, un antagonista B-adrenérgico
competitivo y no selectivo. A través de su accion sobre receptores B1 produce una
disminucién de la frecuencia cardiaca, del gasto cardiaco y de la secreciéon de renina,
contribuyendo todas estas acciones a un efecto antihipertensivo. El propranolol se usa
para el control de arritmias cardiacas, hipertension arterial esencial y renal, y para el
control de la ansiedad y la taquicardia. Las dosis utilizadas habitualmente en el tratamiento

de la hipertensidn arterial en humanos es de 160 mg/dia-320 mg/dia.

Estudios in vitro han demostrado que el propranolol es capaz de disminuir
significativamente los niveles de AP en cultivos primarios de neuronas derivadas de un
modelo transgénico de EA. Ademas, estudios in vivo han descrito que este farmaco es
capaz de revertir el déficit cognitivo asociado al estrés (Roozendaal y col., 2004; Aisa y col.,
2007). A pesar de estos resultados, algunos autores sugieren que la administraciéon de

propranolol afecta negativamente a la formacién y consolidacién de la memoria
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(Murchison y col., 2004; Miranda y col., 2011; Moncada y col.,, 2011), datos que no
concuerdan con otras publicaciones que sefialan que la administracidon de propranolol no

afecta al rendimiento cognitivo (Roozendaal y col., 2004; Kenton y col., 2008).

Por ultimo, cabe destacar un trabajo del grupo de Wang y col. del afio 2007, que
estudido a nivel experimental la hipdtesis de que algunos farmacos antihipertensivos
podrian influir en la expresién de marcadores de EA mediante mecanismos no relacionados
con su accién antihipertensiva. En concreto, en este trabajo estudiaron el efecto sobre la
produccién de AB de 55 farmacos antihipertensivos con distintos mecanismos de accién.
De todos los farmacos estudiados, 7 fueron capaces de disminuir in vitro la carga de B-
amiloide. De acuerdo a la “hipétesis de la cascada del amiloide”, es el desequilibrio entre la
produccién y el aclaramiento del péptido AR lo que desencadena la neurodegeneracién en
la EA (Glenner y Wong, 1984; Hardy y Allsop, 1991; Hardy y Selkoe, 2002). Por lo tanto,
cualquier farmaco capaz de reducir la carga de AB es un potencial candidato para el

tratamiento de la enfermedad.

4. Modelos animales para el estudio de la Enfermedad de Alzheimer

Como ya se ha comentado, la etiologia de la EA no estd del todo clara y no existen
tratamientos efectivos. Debido a la gran prevalencia y al diagndstico tardio, el desarrollo de
modelos animales ha sido una de las prioridades cientificas en los Ultimos afos, con la
finalidad tanto de poder comprender los mecanismos patogénicos de la enfermedad como
de probar diferentes estrategias terapéuticas. Existen numerosos modelos animales para el
estudio de la EA, aunque hasta ahora no se ha conseguido ninguno que sea capaz de
reproducir totalmente la naturaleza multifactorial de la enfermedad, ni todas las

caracteristicas patoldgicas que se observan en los humanos.

A continuacién se describen diferentes tipos de modelos que han sido

desarrollados hasta el momento, y dentro de cada grupo los mas utilizados en la actualidad.
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4.1. Modelos animales de EA familiar

Las mutaciones genéticas causantes de la EA de tipo familiar han conducido a la
generacion de diferentes lineas de ratones transgénicos que se emplean como modelos
animales de EA (Janus y Westaway, 2002; Phinney y col., 2003; Walsh y Selkoe, 2004a). A
pesar de que ninguno de ellos relne todas las caracteristicas neuropatoldgicas de la
enfermedad, algunos presentan conjuntamente varias de ellas como los depdsitos de
amiloide, la astrocitosis, la microgliosis, la hiperfosforilacién anormal de Tau y los déficits

de memoria (Phinney y col., 2003).
4.1.1. Modelos transgénicos de APP
Ratones PDAPP

El primer modelo animal transgénico para la EA, fue desarrollado por Games y col.
en 1995. Estos ratones, denominados PDAPP, contienen la mutacién indiana (V717F) bajo
el control del promotor PDGF. Este modelo expresa niveles de APP hasta 18 veces mayores
que los niveles enddégenos de ratones afiosos, y el tamano de las fibras de amiloide
presentes en el cerebro es andlogo al que se detecta en los pacientes de EA (Masliah y col.,
2001; Kobayashi y Chen, 2005). A los 3 meses muestran una pérdida sinaptica significativa
dependiente de la edad, asi como atrofia hipocampal (Dodart y col., 1999), mientras que a
partir de los 6 meses se observa la presencia de depdsitos de AR en el hipocampo (Games y
col., 1995; Irizarry y col., 1997) y trastornos de memoria en la mayoria de las pruebas
conductuales con respecto a los animales control, que aumentan con la edad y la carga

amiloide (Chen y col., 2000; Arendash y col., 2001; Morgan, 2003).
Ratones Tg2576

Dentro de los animales transgénicos de APP, la linea de ratones Tg2576, es uno de
los mas utilizados y contrastados. Este ratdén sobreexpresa la isoforma de 695 aminoacidos
del gen de la APP humana conteniendo la doble mutacion sueca (K670M/N671L) bajo el
control de un prién de promotor de hamster (Hsiao y col., 1996). El modelo murino Tg2576
muestra signos de dafio en el hipocampo a los 9-10 meses de edad, hecho que queda
reflejado en el deterioro cognitivo que muestran en diferentes pruebas de

comportamiento (Chapman y col., 1999; Westerman y col., 2002). La aparicidn de placas
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seniles comienza entorno a los 9 meses de edad (lrizarry y col.,, 1997) y aumenta
exponencialmente con la edad, de forma que a los 16 meses la carga de amiloide alcanza el
3,6% en la region CA1l del hipocampo, el 6% del giro dentado y el 8,5% de la corteza
entorrinal. Los animales de esta edad, muestran asi mismo una importante activacién
microglial que se correlaciona cualitativa y cuantitativamente con las placas neuriticas
(Frautschy y col., 1998). Otro dato interesante es que a pesar de que a los 16 meses de
edad los animales ya muestran un elevado ndmero de neuritas degeneradas asociadas a
placas de AB, los estudios estereoldgicos llevados a cabo en este modelo de la EA no
muestran pérdida neuronal (Irizarry y col., 1997). Por tanto, la pérdida de memoria y de la
capacidad de aprendizaje de estos animales se deberia al dafio sindptico que experimentan

y no a una reduccidén en el nUmero de neuronas.
Ratones TgCRNDS8

El modelo murino TgCRND8 sobreexpresa la doble mutacion sueca y la mutacion
indiana (K670N/M671L+V717F) bajo el control de un prién de promotor de hamster, y es el
modelo animal de APP mas agresivo puesto que desarrolla densas placas seniles a la
temprana edad de 3 meses que se correlacionan con importantes déficits cognitivos
(Chishti y col., 2001) y la activacidn de astrocitos y microglia alrededor de dichas placas

(Dudal y col., 2004).
4.1.2. Modelos transgénicos de PS

Todos los modelos basados en la carencia de PS1 o PS2 demuestran deterioro
cognitivo en diferentes pruebas conductuales, pero no presentan alteraciones muy severas
si se comparan con las observadas en los Tg2576. Asimismo, en ratones con ausencia de
PS1 se encuentran niveles elevados de AB4, pero no se acumula formando placas seniles ni
hay manifestaciones de alteraciones conductuales (Kobayashi y Chen, 2005; Spires y

Hyman, 2005).

Sin embargo, cuando se cruzan ratones portadores de un gen APP mutante con
ratones portadores de un gen PS1 mutante (APP+PS1) aparecen los marcadores
neuropatoldgicos asociados a la EA, ademds de cambios de conducta, con mucha mayor

rapidez que cuando son portadores de una sola de estas variedades transgénicas (Bales y
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col., 1997), y este fue uno de los primeros modelos que mostré una fuerte correlacién
entre el desarrollo de AB4, Yy el déficit cognitivo (Holcomb y col., 1999; Arendash y col.,

2001).

El problema de todos estos modelos descritos hasta el momento es
fundamentalmente que en humanos la mutacion de APP o de alguna de las PS es suficiente
para que tenga lugar el desarrollo completo de la EA, incluyendo déficit cognitivo
progresivo, placas, ovillos y pérdida neuronal en el cerebro. Sin embargo, cuando estas
mutaciones se expresan en los ratones transgénicos, se desarrollan algunas de estas

caracteristicas de la enfermedad, pero no todas.
4.1.3. Modelos transgénicos de Tau

La mayoria de modelos transgénicos, tanto en estudios iniciales como actuales, se
han concentrado en la expresién de APP y de genes mutantes de presenilina, ambos
asociados con formas familiares de EA, hallando un aumento de la produccién de amiloide
en el cerebro. Debido a que en estos modelos no se han podido demostrar presencia de
ONFs o neurodegeneracion, surgié la necesidad de obtener un enfoque diferente creando

ratones transgénicos que expresaran la proteina Tau humana (Goétz y col., 1995).

Se ha visto que ciertas mutaciones de la proteina Tau ligadas al cromosoma 17
estan relacionadas con enfermedades como parkinson o demencia fronto-temporal, pero
ninguna es capaz de producir la patologia caracteristica de la EA (Gendrun y Petrucelli,
2009; Igbal y col., 2009). Ratones que sobreexpresan estas mutaciones presentan ONFs,
muerte neuronal y déficits conductuales (Lewis y col., 2001; Yoshiyama y col., 2007;
Rosenmann y col., 2008), pero estos modelos presentan bastantes limitaciones, ya que en
algunos casos estos déficits se manifiestan en ausencia de ovillos o pérdida de neuronas
(Taniguchi y col., 2005). Ademas, la distribucion de los ONFs en la mayoria de ellos es muy
diferente de la observada en la EA ya que son muy escasos en las regiones hipocampales y
corticales (Zilka y col., 2009). Es importante sefialar que tampoco se encontraron depdsitos

amiloides en estos animales (Hamilton, 1998).
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4.1.4. Dobles y triples transgénicos
Ratones TAPP

Este modelo animal surgid por la necesidad de encontrar un modelo que expresara
tanto placas como ONFs, combinando mutaciones tipicas de FAD y mutaciones de Tau
ligadas al cromosoma 17 (FTDP-17). Fue desarrollado mediante el cruzamiento de ratones
Tg2576 con otra linea conocida como JNPL3 (Lewis y col.,, 2001), consiguiendo de esta
manera la presencia de ambos marcadores neuropatoldgicos a los 8 meses, lo que permite

examinar los efectos de AR en la formacion de los ONFs.
Ratones 3xTg-AD

Otro modelo desarrollado expresa la mutacion sueca de APP (K670N/M671L), y
una mutacion de Tau en el cromosoma 17 (P301L) combinadas con una mutacion en la PS1

(M146V) (Oddo y col., 2003), dando lugar a un triple transgénico denominado 3xTg-AD.

Estos ratones desarrollan depdsitos amiloides a los 6 meses de edad y una
patologia neurofibrilar que comienza a los 10 meses en el hipocampo y que se extiende
progresivamente a la corteza. Ademas, presentan déficits tanto en la plasticidad sinaptica
como en la memoria y el aprendizaje que correlacionan con la acumulacién de AP

intraneuronal (Oddo vy col., 2003; Billings y col., 2005).
4.1.5. Modelos transgénicos 5xFAD APP/PS1

Este modelo expresa la proteina humana APP con las mutaciones sueca, florida y
london juntas con una mutacién de PS1 (M146L/L286V) reguladas por el promotor Thy1,
constituyendo uno de los modelos mas agresivos y tempranos de patologia amiloide. Estos
animales se caracterizan por presentar depdsitos amiloides visibles a la edad de 2 meses, y
una astrogliosis y microgliosis proporcionales a los niveles de AB,4,, asi como una pérdida
neuronal muy robusta. Por otro lado, en las pruebas conductuales se observan déficits en
las meorias espacial y contextual a partir de los 4-6 meses de edad (Oakley, 2006; Ohno y

col., 2007).
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4.2. Modelos animales de envejecimiento

Tal y como aparece explicado en el punto 1.1. del presente trabajo, la edad es el
factor de riesgo mas importante para sufrir EA. De ahi que sea tan importante el estudiar la

relacidn entre el envejecimiento y las caracteristicas fisiopatoldgicas de la enfermedad.

Los ratones SAMPS8 (senescence accelerated mice prone-8), denominados asi por
presentar un envejecimiento acelerado son considerados en la actualidad un modelo
animal robusto para el estudio de patologias asociadas a la edad, incluyendo la EA (Sureda
y col., 2006; Pallas y col., 2008; Liu y col., 2010). Estos ratones fueron generados a finales
de los afios 70 a partir de la cepa AKR/J (Takeda y col, 1981), al observarse que a través de
su mantenimiento convencional con cruzamientos entre hermanos, algunas camadas
poseian caracteristicas indicativas de envejecimiento acelerado similares a las que se
observan en humanos de edad avanzada, como por ejemplo menor actividad fisica,
pérdida de pelo, lordocifosis o acortamiento de vida, ademds de algunos trastornos de tipo
neurolégico (Hamamoto y col., 1984; Takeda y col., 1994), mientras que otras camadas se
mostraban resistentes al envejecimiento acelerado (senescence accelerated mice

resistant-1, SAMR1) y presentaban un patréon de envejecimiento normal (Takeda, 1999).

Lo mas interesante es que estos ratones SAMP8 presentan déficit en el aprendizaje
y la memoria a partir de los 5 meses de edad, asi como depdsitos cerebrales de AB
(Tomobe y Nomura, 2009; Del Valle y col., 2010) y un aumento en la expresion de Tau

hiperfosforilada (Canudas y col., 2005; Orejana y col., 2011).

Debido a todos estos antecedentes y a la naturaleza multifactorial de la EA, los
SAMP8 se estdan empezando a considerar uno de los modelos animales mas
representativos para su estudio, ya que son capaces de mimetizar la complejidad de esta

enfermedad mucho mejor que los modelos transgénicos (Pang et al., 2006).

4.3. Modelos animales de EA esporadica

Debido a que entre un 95 y un 99% de los casos la EA no se debe a causas

hereditarias sino que se considera una enfermedad esporadica, ademas del desarrollo de
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animales transgénicos para FAD, se ha intentado reproducir el componente esporadico de

la enfermedad utilizando otro tipo de modelos animales.
4.3.1. Modelos animales genéticos

Numerosos estudios han confirmado que la posesidn del alelo ApoE4 constituye un
importante factor de riesgo para el desarrollo de EA (Bertram y col.,, 2007). Muchos de
estos estudios han utilizado ratones que sobreexpresan APP cruzados con knockout para
ApoE y observaron que la cantidad de AP en el cerebro decrece considerablemente, lo que
indica un papel importante de ApoE en la formacién de depdsitos de amiloide (DeKosky,

2002).

Por otro lado, ratones transgénicos de ApoE4 muestran un incremento en la
fosforilacion de Tau neuronal (Tesseur y col.,, 2000; Brecht y col., 2004) y alteraciones

sindpticas y cognitivas (Zhong y col., 2008; Ramaswamy y col., 2005).
4.3.2. Modelos animales metabdlicos

Estudios epidemioldgicos realizados acerca de la relacién entre insulina y EA
sefialan que individuos diabéticos tienen un 70% mas de riesgo de desarrollar demencia y
EA que los no diabéticos (Xu y col., 2007). Por ello, modelos animales desarrollados para el

estudio de la diabetes estan empezando a utilizarse actualmente para el estudio de la EA.
Ratones ob/ob y db/db

En los modelos mas utilizados para el estudio de la DM los animales presentan
alteraciones en la leptina, una hormona sintetizada por los adipocitos que juega un
importante papel en el metabolismo y la sensacién de saciedad (Zhang y col., 1994; Shore,
2007). Los ratones ob/ob, descubiertos en 1949 (Ingalls y col., 1950), son el resultado de
una mutacion espontdnea en el gen que codifica la leptina debido a una sustitucién en el
coddn 105. En los ratones db/db, aunque presentan las mismas caracteristicas, la causa se
debe a una mutaciéon en el dominio citoplasmatico de un receptor de la leptina, Ob-R,
(Nishina y col., 1994; Schreyer y col., 1998). Debido a esta ausencia de leptina, los ratones
de ambos modelos no reciben la sefal de saciedad e ingieren alimento en exceso,

presentando como consecuencia obesidad a partir de las 4 semanas de Vvida,
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hiperinsulinemia, hiperglicemia, aumento de la corticosterona sérica, e incremento de los
triglicéridos y el colesterol en ayunas (Leibel y col., 1997; Nishina y col., 1994). Se han
observado en estos ratones ademds procesos neurodegenerativos como pérdida sinaptica

y neuronal asi como Tau hiperfosforilado (Kim y col., 2009).

Es de sefialar un estudio del 2010 donde se observé que el fenotipo diabético es
mucho mas severo en ratones ob/ob combinados con otros transgénicos para APP que en
los ratones Unicamente deficientes en leptina, y que a las 8 semanas de edad manifiestan
alteraciones en el aprendizaje que no aparecen en los modelos individuales hasta varios
meses mas tarde (Takeda y col., 2010). Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la
resistencia a la insulina es un posible factor de riesgo para el desarrollo de |la EA acelerando

su aparicién.
Ingesta hipercaldrica (high fat diet, HFD)

La ingesta de una dieta hipercalérica provoca a lo largo del tiempo una obesidad y
resistencia a la insulina tipica de DM2. Se ha visto que animales sometidos a una dieta de
estas caracteristicas presentan alteraciones en la via de sefializacién de la insulina, y que
ratones Tg2576 alimentados con HFD durante meses muestran aumentos significativos de
AB, actividad y-secretasa y Tau, mientras que los niveles de IDE y BDNF se encuentran

disminuidos (Ho y col., 2004; Kohjima y col., 2010).

El efecto agravante de la DM2 sobre la patologia de la EA también ha sido
comprobada con el modelo HFD en un estudio con el triple transgénico 3xTg-AD donde se
observaron incrementos en los niveles de Tau soluble y un aumento de AB4oYy ABa4, (Julieny

col., 2010).
4.3.3. Modelos animales de estrés

Existe una fuerte evidencia, proveniente tanto de estudios realizados en animales
de experimentacidn como en estudios clinicos, de que la exposicion al estrés crénico puede
tener un papel importante en la etiologia de diversas patologias neurodegenerativas
(Kessler, 1997; Heim y Nemeroff, 1999; McEwen, 2002; Miller y O’Callaghan, 2005). En
concreto, el estrés se considera como un factor de riesgo para el desarrollo y progresion de

la EA (ver punto 1.1.), ya que se ha visto que es capaz de acelerar la aparicion de placas de
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AB vy el deterioro cognitivo en modelos animales de EA (Green y col., 2006; Jeong y col.,
2006; Solas y col., 2010). Estudios recientes sugieren ademds que un estrés crdénico
conduce a la hiperfosforilacion de Tau (Solas y col., 2010; Briones y col., 2012), y que
factores estresantes aumentan la agregacion de esta proteina hiperfosforilada con
respecto a animales transgénicos de Tau que no han sido sometidos a ningun tipo de estrés
(Sotiropoulos y col., 2011). Un trabajo de Briones y col. (2012) mostré que de todos los
animales expuestos a estrés experimentalmente, un subgrupo de ellos presenté anhedonia
(disminucion de la preferencia por la sacarosa) mientras que otro subgrupo se clasificd
como resistente al estrés por no presentar ningun sintoma anheddnico. Sélo en el grupo
anheddnico se observaron déficits cognitivos y alteraciones de los maracadores
neuropatoldgicos de la EA que, por el contrario, no aparecian en el grupo resistente. Por lo
tanto, estos modelos animales constituyen también una herramienta importante para
estudiar el fenédmeno de la resistencia/sensibilidad al estrés en humanos, sugiriendo que
los individuos sensibles al estrés son mas propensos a la aparicion de trastornos de la
memoria, incremento de AP, hiperfosforilacion de Tau y alteraciones de neuroplasticidad,

lo que podria contribuir al desarrollo de la EA (Briones y col., 2012).

Diversos modelos experimentales han sido utilizados para estudiar los efectos del
estrés sobre el organismo. A continuacién se describen dos de los modelos de estrés

crénico que han sido validados y son ampliamente utilizados en la actualidad.
Separacion materna

El modo en que hemos sido criados y el afecto que recibimos en la infancia pueden
influir en el comportamiento y en la salud mental. La separacién materna (MS) se
desarrolld6 como un modelo para mimetizar los efectos de traumas vitales en la infancia
(abuso infantil, pérdida parental temprana, carencia de proteccidn, nutricién o apoyo

emocional), en el posterior desarrollo de patologias neuropsicolégicas.

En los ultimos afios diversos estudios han sugerido que un estrés en épocas
tempranas de la vida, como es una MS, podria estar interfiriendo con la maduracién y el
desarrollo del hipocampo (Huot y col., 2002; Aisa y col., 2009), de manera que la

exposicién a niveles elevados de GC durante esta época podria conducir a una mayor
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vulnerabilidad de desarrollar enfermedades psiquidtricas, asi como déficits cognitivos
(Huot y col., 2002; Aisa y col., 2009, Solas y col., 2010). De hecho, un estudio reciente ha
relacionado la MS con un incremento de los niveles de AB hipocampales, como
consecuencia de un aumento del procesamiento amiloidogénico de APP y una disminucién

en la expresion de IDE (Solas y col., 2010).
Estrés crdnico suave

El estrés crdnico suave (ECS) se desarrolld6 como un modelo para mimetizar los
factores ambientales adversos que contribuyen a la induccién de los desdrdenes
depresivos en humanos, y es capaz de reproducir cambios en el comportamiento que
perduran durante meses. Se considera uno de los mejores modelos en cuento a su validez

predictiva, constructiva y aparente (Willner y Mitchell, 2002).

Estudios recientes sefialan que este modelo es capaz de inducir un deterioro en la
memoria de reconocimiento (Orsetti y col., 2006; Elizalde y col., 2008) y en la memoria
espacial (Song y col., 2006), asi como una disminucion de la proliferacién celular y de la
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo (Mineur y col., 2007; Kong y col., 2009).
Algunos trabajos también han mostrado cdmo el ECS induce un aumento de la apoptosis
hipocampal y cortical (Bachis y col., 2008; Silva y col., 2008) y diversas modificaciones en
numerosos marcadores de plasticidad neuronal. Por ejemplo, el ECS produce una
regulacién a la baja del factor neurotréfico BDNF (Duman y Monteggia, 2006; Li y col.,

2008).

Todos estos antecedentes son la base por la cual cada vez hay mas estudios que
hablan de una posible relacion causa-efecto entre el estrés y el desarrollo de
enfermedades neuropsicopatoldgicas asociadas a la edad (Heim y Nemeroff, 1999;
McEwen, 2002; Miller y O’Callaghan, 2005). A pesar de que los estudios acerca de este
tema no son todavia muy numerosos, cada vez es mayor el interés en conocer los

mecanismos responsables de la interaccion entre el estrés, la memoria y la EA.

En resumen, el desarrollo de diferentes modelos animales en los ultimos afios ha
supuesto un gran avance para el estudio de la EA, ya que a pesar de que ningln animal

muestra todas las caracteristicas de la enfermedad, y de que estos modelos no son
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perfectos, han desempefiado un papel crucial en el progresivo conocimiento de la
fisiopatologia de la EA. Ademds, la posibilidad de combinar diferentes animales
transgénicos entre si o la evaluacién de diferentes fdrmacos en cada uno de ellos, abren un
amplio abanico de posibilidades que pueden servir para un mejor estudio de los
mecanismos implicados en la alteracidn de las vias de la EA, asi como para la busqueda de

mejores estrategias terapéuticas y preventivas para el deterioro cognitivo.
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Planteamiento y objetivos

Aunque gran numero de trabajos han tratado de esclarecer el papel de diversos
factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales, en el desarrollo de las alteraciones
neuropatoldgicas caracteristicas de la EA, la etiologia de la enfermedad no se conoce con

exactitud y no existen tratamientos efectivos.

De entre todas las nuevas terapias que se han desarrollado en los ultimos afios, y
en base a los resultados obtenidos en estudios epidemioldgicos, se ha propuesto que los
farmacos empleados en el tratamiento de la hipertensidon podrian ser potencialmente
utiles en la terapia de la EA (Hanon y col., 2006; Khachaturian y col., 2006; Peila y col.,
2006). Sin embargo, existen también estudios que no apoyan la eficacia de los farmacos
antihipertensivos en la EA (Prince y col., 1998; In't Veld y col., 2001; Lithell y col., 2004). Por
lo tanto, en la actualidad existe una cierta controversia en cuanto a su utilidad para el
tratamiento de la EA. Esta ausencia de consenso puede deberse a la existencia de efectos
diferenciales entre los farmacos antihipertensivos para actuar sobre los marcadores

etiopatogénicos en la EA.

Un trabajo de Wang y col. (2007) evalué experimentalmente 55 farmacos
antihipertensivos con distinto mecanismo de accidn. Se encontré que solo 7 de ellos fueron
capaces de disminuir significativamente los acimulos de AB., Yy AB4; en cultivos primarios
de neuronas cortico-hipocampales derivadas de un modelo transgénico de EA. Estos
resultados permiten sugerir que algunos farmacos antihipertensivos podrian influir en la

EA a través de mecanismos que afectan a la neuropatologia B-amiloide.

En base a estas premisas, en el presente trabajo se pretende estudiar como
algunos farmacos antihipertensivos pueden actuar sobre la EA, a través de mecanismos
que afectan a la proteina B-amiloide independientemente de su actividad antihipertensiva.
En concreto, se estudiard el propranolol, un antagonista B-adrenérgico que se utiliza
habitualmente en el tratamiento de la hipertension, arritmia cardiaca, angina de pecho o
ansiedad aguda. Se ha demostrado experimentalmente que este farmaco es capaz de
revertir el déficit cognitivo asociado al estrés y niveles elevados de glucocorticoides
(Roozendaal y col., 2004; Aisa y col., 2007) y de disminuir los niveles de AB in vitro (Wangy

col., 2007). Por lo tanto, se propone que el propranolol, a dosis mds bajas que las utilizadas
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como antihipertensivo, podria mejorar el deterioro cognitivo y la patologia amiloide de la

EA.

El objetivo general del presente trabajo es estudiar los efectos del propranolol en
distintos modelos experimentales de EA. Debido a que hasta ahora no se ha conseguido un
buen modelo experimental que recopile todas las caracteristicas de la enfermedad, en el

presente trabajo se emplearon 3 modelos experimentales distintos de EA:
1. Un modelo de envejecimiento (modelo de los ratones SAMPS8).
2. Un modelo genético (modelo transgénico Tg2576).

3. Un modelo de factor de riesgo ambiental (modelo de estrés por elevacion de los

niveles de glucocorticoides).

En todos los casos, los parametros que se van a valorar son:
1. El estado cognitivo.

2. Marcadores de EA: niveles de AB. Mecanismos implicados: produccion (BACE1) y

aclaramiento (IDE) de AB.

3. Marcadores de EA: estado de fosforilaciéon de Tau. Actividad de quinasas

asociadas a su fosforilacion (JNK1 y GSK-3pB).

4. Marcadores de plasticidad sindptica: BDNF y sinaptofisina.
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Propranolol in a senescence mouse model

Resumen

La edad esta asociada con el deterioro de la funcién cognitiva y con un aumento
del riesgo de padecer desérdenes neurodegenerativos. La hipertensién es el factor de
riesgo modificable mas frecuente de morbilidad cardiovascular y mortalidad a nivel

mundial, y datos clinicos sugieren que es, ademas, un factor de riesgo para la EA.

En el presente estudio se evaluod si el propranolol podria ser capaz de mejorar el
deterioro cognitivo y el aumento de los marcadores relacionados con la EA que muestran
los ratones de un modelo animal de envejecimiento acelerado (SAMPS8). La administracion
de propranolol (5 mg/kg durante 3 semanas) a los ratones SAMPS8 de 6 meses de edad fue
capaz de mejorar el déficit cognitivo mostrado por estos animales en la prueba de
reconocimiento del nuevo objeto. En el hipocampo de estos ratones se han encontrado
aumentos de los niveles de AB,,, que constituyen el componente principal de las placas
observadas en la EA, acompafiados por un aumento de la expresiéon de la enzima B-
secretasa (BACE1) y una disminucién de la enzima degradadora de insulina (IDE). Todos
estos efectos se vieron revertidos por el tratamiento crénico con propranolol. Ademas, la
hiperfosforilacion de Tau (en el epitopo PHF1) que muestran los ratones SAMP8 a esta
edad se vio disminuida también en el hipocampo de los ratones tratados con propranolol,
un efecto debido posiblemente a una disminucién de la expresiéon de JNK1. Ademas, el
propranolol también aumento la fosforilacion de Akt en los ratones SAMPS, lo cual esta
relacionado con un aumento de la fosforilacion de la enzima GSK3B (forma inactiva),
contribuyendo por tanto a la reduccion de la hiperfosforilacion de Tau. La patologia
sindptica en los ratones SAMPS, reflejada en los descensos de sinaptofisina y BDNF, fue
también contrarrestada por el tratamiento con propranolol. Se propone que el propranolol
podria ser beneficioso para la disfuncidn cerebral relacionada con la edad, y podria ser un

potencial candidato para el tratamiento de diferentes enfermedades neurodegenerativas.
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Abstract

Aging is associated with a deterioration of cognitive performance and with
increased risk of neurodegenerative disorders. Hypertension is the most-prevalent
modifiable risk factor for cardiovascular morbidity and mortality worldwide, and clinical
data suggest that hypertension is a risk factor for Alzheimer’s disease (AD). In the present
study we tested whether propranolol could ameliorate the cognitive impairments and
increases in AD-related markers shown by the senescence-accelerated mouse prone-8
(SAMPS). Propranolol administration (5 mg/kg for 3 weeks) to 6-month-old SAMP8 mice
attenuated cognitive memory impairments shown by these mice in the novel object
recognition test. In the hippocampus of SAMP8 mice it has been found increases in AR,
levels, the principal constituent of amyloid plaques observed in AD, accompanied by both
an increased expression of the cleaving enzyme BACE1 and a decreased expression of the
degrading enzyme IDE. All these effects were reversed by propranolol treatment. Tau
hyperphosphorylation (PHF-1 epitope) shown by SAMP8 mice at this age was also
decreased in the hippocampus of propranolol-treated mice, an effect probably related to a
decrease in JNK1 expression. Interestingly, propranolol also phosphorylated Akt in SAMP8
mice, which was associated with an increase of glycogen synthase kinase-3f3
phosphorylation, contributing therefore to the reductions in Tau hyperphosphorylation.
Synaptic pathology in SAMP8 mice, as shown by decreases in synaptophysin and BDNF,
was also counteracted by propranolol treatment. Overall, propranolol might be beneficial
in age-related brain dysfunction and could be an emerging candidate for the treatment of

other neurodegenerative diseases.

Keywords:

Aging; AB levels; IDE; BACE1; JNK1; hippocampus; SAMP8
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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
slow down the progression of aging and neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s

disease (AD).

Besides ageing, which is the most obvious risk factor for the AD, clinical data
suggest that hypertension is a risk factor for AD (Luchsinger et al., 2005). Hypertension is
the most-prevalent modifiable risk factor for cardiovascular morbidity and mortality
worldwide. Hypertension is highly prevalent among older adults (265 years), and aging of
the population will substantially increase the prevalence of this condition (Pimenta and
Oparil, 2012). Antihypertensive treatments have been associated with lower incidence of
clinically diagnosed AD and better cognitive function (Guo et al., 1999; Hajjar et al., 2005;
Hoffman et al., 2009; Khachaturian et al., 2006). Propranolol, a B-adrenergic antagonist
that is commonly use in the treatment of hypertension, cardiac arrhythmia, angina pectoris
or acute anxiety, has been shown experimentally to reverse cognitive deficits associated to
stress (Aisa et al., 2007; Roozendal et al., 2004). Furthermore, recent evidence suggests

that propranolol is able to decrease AB levels in vitro (Wang et al., 2007).

The senescence-accelerated mouse (SAM) is comprised of 14 different strains
derived from selective inbreeding of the AKR/J strain (Takeda et al., 1981). One of these
substrains, the senescence-accelerated mouse prone-8 (SAMPS8) 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) and increased expression of
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hyperphosphorylated Tau (Canudas et al., 2005; Orejana et al., 2011). Given such features,
SAMP8 mice have been proposed as suitable rodent model for studying age-associated
pathologies (Tomobe and Nomura, 2009), or even as an AD animal model (Liu et al., 2010;

Pallas et al., 2008).

The aim of the present study was to explore whether propranolol could reverse the
memory impairments shown by SAMP8 mice as well as the underlying mechanisms. In
particular, it is hypothesised here that propranolol treatment may protect from amyloid,
Tau and synaptic pathology present in the SAMP8 model of accelerated ageing. Therefore,
in the present study it has been checked the effects of propranolol on SAMP8 mice
regarding cognitive status in the novel object recognition test, AB levels mechanisms of
processing (BACE1 levels) and clearance (IDE expression), phosphorylation of tau and
kinases implicated (JNK1 and GSK3[) and markers of synaptic plasticity (synaptophysin and
BDNF levels).

2. Material and Methods

2.1 Animals

Experiments were carried out in 16 male SAMP8 and 16 SAMR1 mice (30-35 g, 6
months old at the beginning of treatment). A pilot study was also carried out in 16 male
SAMP8 and 16 SAMR1 mice (31-35 g, 9 months old at the beginning of treatment). Animals
were 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. All efforts were made to minimise animal suffering,
and to reduce the number of animals. Behavioral experiments were conducted between
9:00 a.m. and 1:00 p.m. Animals were randomly assigned to control and treatment groups

(n= 8 per group age, genotype and treatment).
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2.2 Drug treatment and experimental design

To study the effect of propranolol on cognitive impairment, SAMP8 and SAMR1
mice were treated once daily with propranolol (5 mg/kg i.p.) or saline for 3 consecutive

weeks.

Based on the fact that the recommended dose of propranolol for the treatment of
hypertension in humans is 160-320 mg/day, and using FDA criteria ([human equivalent
dose in mg/kg = animal dose in mg/kg x (animal weight in kg/human weight in kg)®**]
http://www.fda.gov/cber/gdIns/dose.htm) and formula described by Reagan-Shaw et al.
(2007) for converting drug equivalent dosages across species area [human equivalent dose
in mg/kg = animal dose in mg/kg x*Km mice (=3) / Km human (=37)], it can be calculated

that the dose used in the present study is below the recommended human equivalent

dosage range.

2.3 Behavioural experiments

After three weeks of treatment, and during two consecutive days, behavioral
experiments were conducted between 9:00 a.m. and 1:00 p.m. Propranolol was

administered 20 h before any behavioural test.
2.3.1 Locomotor activity

Horizontal locomotor activity was measured for 30 min in an open field, which
consisted of four square arenas (65 x 65 x 45 cm’) made of black wood, using a video
tracking system (Ethovision 3.0, Noldus Information Tech-nology B.V., The Netherlands), in

a softly illuminated room. Total path length (cm) was analysed.
2.3.2 Novel Object Recognition Test

The novel object recognition test (NORT) was adapted from Ennaceur and Delacour
(1988). The open field consisted of a square open field (65 x 65 x 45 cm?®) made of black
wood. During the first trial of the experiment (sample trial), two objects (prisms, conical
tubes weighted with colored sand or small objects were constructed using Lego® blocks)
similar in shape, size, colour, texture, etc., equidistant from the sides (10 cm) were placed

within the chamber. The animal was placed into the centre of the open-field and allowed
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to freely explore for 5 min. It was considered that the animal was exploring the object
when the head of the mice was oriented toward the object with its nose within 2 cm of the
object. One hour later a second trial (test trial) took place, in which one object was
replaced by a different one, and exploration was scored for 5 min. In order to eliminate
olfactory stimuli, chamber and objects were cleaned after testing each animal. To avoid
preference for one of the objects, the order of the objects was balance between testing
animals. Results were expressed as percentage of time spent with the novel object with

respect to the total exploration time (discrimination index).

2.4 Biochemical measurements
2.4.1 Tissue and blood collection

Fasting mice were sacrificed by decapitation between 8:00 and 10:00 am. Brains
were removed and dissected on dry ice to obtain the hippocampus. Trunk blood was
placed in EDTA tubes, centrifuged at 12,500 g (15 min, 4° C), and plasma was frozen until

insulin levels were determined.
2.4.2 Western blotting

Total extract preparations from the hippocampus of mice were homogenized in a
Tris buffer (pH 7.2, 4°2C) of the following composition: Tris 50mM HCl (Trizma®
hydrochloride, Sigma, St. Louis, MO, USA), NaCl 150 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1%
Nonidet P-40 (Roche), EGTA 150 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA), 1:100 inhibitor proteases
and phosphatases cocktail (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche). After a 13000
rpm centrifugation (20 min), the pellet was discarded and protein levels were measured by
the Bradford method in the supernatant (cytosolic fraction). Samples (20 ug of protein)
were separated by electrophoresis on a sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel.
Membranes were probed overnight at 4 °C with the corresponding primary antibodies

(Table 1).
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Table 1. Conditions used in Western blotting experiments

IDE 100 13 % Anti-IDE (1:1000)°

pAkt 60 13 % Anti-pAkt Ser473 (1:1000)b

Total Akt 60 13 % Anti-Akt (1:1000)°

Synaptophysin 38 13% Anti-Synaptophysin (1:1000)°

BACE 1 70 13% Anti BACE 1 (1:1000)°

pINK 46 13 % Anti-pSAPK/JNK Thr183/Tyr185 (1:2000)"
Total JNK 46 13% Anti-SAPK/JNK (1:2000)b

pTau 50 13% Anti-pTau Ser202/Thr205 AT8 (1:1000)°
PHF1 62 13 % Anti-PHF1-Tau (1:3000)°

Total Tau 50 13 % Anti-Tau T46 (1:2000)0I

pGSK3B 46 13 % Anti-pGSK3p Ser9 (1:1000)"

Total GSK3p 46 13 % Anti-GSK3B (1:500)"

APP C-terminal 100 7,5% Anti-APP C-terminal (676-695) (1:2000)d
BDNF 28 10 % Anti-mBDNF (1:1000)°

proBDNF 14 10 % Anti-proBDNF (1:1000)°

Abbreviations: APP C-terminal, carboxy-terminal fragments; IDE, insulin degrading enzyme. Source of
antibodies: *Abcam, Cambridge, MA, USA; PCell Signaling Technology, Beverly, MA, USA; “Pierce, Rockford, IL,
USA; dSigma-AIdrich, St. Louis, MO, USA.

Immunopositive bands were visualized using an enhanced chemiluminescense
western blotting-detection reagent (ECL; Amersham, Buckinghamsire, England). The optical
density (O.D.) of reactive bands visible on X-ray film was determined densitometrically. -
actin or a-tubulin were used as internal controls. Results were expressed as percentage of

0.D. values of control SAMR1 saline-treated mice.
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2.4.3 Insulin levels

Insulin was measured in 10 pl plasma samples using the Sensitive Mouse Insulin

enzimeimmunoassay Kit (EZRMI-13K, Millipore, Billerica, MA).
2.4.4 AB levels

AB levels were determined with BCO5 antibody, specific for the C-terminal of AB,,,
using a commercially available high-sensitive ELISA kit (Wako Pure Chemical Industries,

Tokyo, Japan) following manufacturer instructions.

2.5 Data analysis and statistics

Data were analysed by SPSS for Windows, release 15.0. Normality was checked by
Shapiro-Wilks's test (p>0.05). Behavioural and biochemical data were analysed by two-way
analysis of variance ANOVA (strain*treatment), followed by Student's t-test adjusted by
Bonferroni correction. Data are presented as mean +SEM. The level of significance for all

analyses was set at p < 0.05.

3. Results

3.1 Effect of propranolol treatment on memory deficits in SAMP8

Two-way ANOVA indicated a significant interaction between strain and treatment
on the measure of discrimination between new and familiar objects (F,3,=7.166, p<0.05;
n=8). Further analysis revealed that SAMP8 animals showed a significant memory
impairment (Student’s t-test, p<0.01) that was reversed by propranolol treatment

(Student’s t-test, p<0.05) (Figure 1a).

The effects observed in NORT do not seem to be associated to differences in
locomotor activity, as total distance travelled in the open field (Table 2) was not affected
by either strain (F,3; = 1.703, p = 0.203) or treatment (F,3; = 2.115, p = 0.301). In addition,
as shown in Table 2, there was no difference in the discrimination index in the sample trial
in the NORT associated to strain (F,3,=0.75, p=0.387) or treatment (F,3,=0.16, p=0.692).

Total amount of time spent in exploring in the NORT was similar between groups in the
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sample trial (Table 2, (F13:=1.96, p=0.172 associated to strain, F;3=0.634, p=0.433

associated to treatment).

Table 2. Locomotor activity and exploration time and object preference in the sample

phase of the novel object recognition test (NORT).

6 months
SAMR1 Saline 5715,57+1734,42 60,10+7,12 54,02+6,96
SAMR1 Propranolol 5807,33+1719,61 57,49+3,02 53,62+3,82
SAMP8 Saline 6081,14+1485,43 67,31+8,17 52,87+4,21
SAMP8 Propranolol  5236,46+1732,32 57,04+12,13 51,02+4,53
9 months
SAMR1 Saline 5087,66+1025,71 23,9243,45 46,30+5,07
SAMR1 Propranolol 4715,05+1464,46 28,27+4,18 51,82+3,93
SAMPS Saline 4085,59+1433,18 27,43+5,07 52,26%4,76
SAMPS8 Propranolol  4630,59+1310,17 28,32+3,64 45,05543,52

Discrimination index: time exploring one of the objects/total exploration time x 100. There were no significant
differences (two-way ANOVA strain*treatment) in any of the measurements.

As it has been showing that drastic memory deficits comparing SAMR1 and SAMP8
mice could be observed in older animals, the effects of propranolol in the NORT were also
tested in a pilot experiment in 9 months old mice. A significant interaction between strain
and treatment on the discrimination index in the NORT was found (F;3;=3.404, p<0.05,
n=8). Further analysis revealed a significant memory deficit in older SAP8 mice (Student’s t-
test, p<0.01) that was reversed by propranolol treatment (Student’s t-test, p<0.05) (Figure
1b). Again, these effects observed in NORT do not seem to be associated to differences in
locomotor activity, as total distance travelled in the open field (F;3;= 1.097, p = 0.306 for
strain, F13;=0.028, p = 0869 for treatment), discrimination index in the sample trial (Fy3;=
0.058, p = 0.812 for strain, F;3,= 0.062, p = 0.805 for treatment) or total amount of time

spent in exploring in the sample trial of the NORT (F;3;= 1.553, p = 0.272 for strain, Fy3;=
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0.096, p = 0.759 for treatment) was similar between groups. Regardless of treatment, total
time exploring objects (F1g = 25.115, p = 0.301 for strain, Fy¢ <0.000 for age) was

significantly lower in older mice. These results are shown in Table 2.
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Figure 1. Effects of propranolol treatment on cognition in the NORT in 6 month old (a) and 9 months old (b)
mice. Data presented as discrimination index: time exploring the new object /total exploration time x 100. Two-
way ANOVA (strain x treatment), significant interaction, *p<0.05 significant differences vs control (saline)

SAMR1 mice, ”p<0.05 significant differences vs control (saline) SAMP8 mice.

3.2 Effects of propranolol on AB processing and clearance

SAMP8 mice exhibited significantly higher hippocampal levels of AB,, (two-way
ANOVA, significant interaction F;,;=4.686, p<0.05; n=6—8; Student’s t-test, p<0.05, Figure
2a) and this effect was reversed by propranolol treatment (Student’s t-test, p<0.05). These
increases in AB were not related to an increase in APP protein levels (two-way ANOVA,
F1,7=1.998, p > 0.05; n=6-8, Figure 2b). Levels of BACE1, the B-secretase responsible for
the cleavage of APP to form AP, were significantly increased in the hippocampus of SAMP8
mice (two-way ANOVA, F,,;=5.264, p<0.05; n=6-8). Further analysis showed that
propranolol was able to reverse this increase (Student’s t-test, p<0.05, Figure 2c).

On the other hand, as shown in Figure 2d, the expression of IDE, a metalloprotease
that plays a crucial role in AB clearance in the brain, was significantly lower in SAMP8 mice
[main effect of strain (F,,7,=5.812, p<0.05; n=6-8)], and propranolol treatment was able to
increase IDE expression [main effect of treatment (F;,;=4.851, p<0.05; n=6-8). Insulin
levels were also measured as one of the key factors regulating IDE expression. No

differences in plasmatic insulin levels among groups were detected. Levels of insulin in
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plasma were as follows: 3.32+0.48 for SAMR1, 3.50+0.98 for SAMR1 propranolol,

3.49+1.03 for SAMP8 and 2.81+1.03 for SAMP8 propranolol.
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Figure 2. Effects of propranolol on AB processing and clearance. (a) AB levels (pmol/mg); (b) APP protein levels

(105 kDa) levels; (c) BACE1 levels (70 kDa) ; (d) IDE levels (110 kDa) levels. Panels b, c and d show percentage of

optical density (O.D.) values of control (saline) SAMR1 mice and representative picture of blotting. Satistical

analysis by two-way ANOVA (strain x treatment), *p<0.05 interaction, significant differences vs control (saline)

SAMR1 mice, #p<0.05 interaction, significant differences vs control (saline) SAMP8 mice, Tp<0.05 main effect of

strain, §p<O.05 main effect of treatment.

3.3 Effects of propranolol on Tau pathology

Immunoblot analysis showed that SAMP8 mice displayed hyperphosphorylation of

Tau at pSer396/404, using the PHF-1 antibody (pTau normalized to total Tau levels) [two-

way ANOVA, main effect of strain, F,,,=4.304, p<0.05; n=6-8] and propranolol treatment
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was able to decrease this phosphorylation (main effect of treatment F,,,=5.806, p<0.05;

n=6-8) (Figure 3a).

The expression of several kinases implicated in Tau pathology was checked. As
shown in Figure 3b, there was an interaction between strain and treatment (two-way
ANOVA, F,,7,=9.593, p<0.01; n=6-8) regarding to phosphorylated JNK1 levels (pJNK1)
normalized to total JNK1. Western blot analysis revealed that pJNK1 levels were
significantly increased in saline SAMP8 mice compared with SAMR1 mice (Student’s t-test,
p<0.05). Importantly, propranolol treatment was able to reverse these effects on pJNK1

expression (Student’s t-test, p<0.05).
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Figure 3. Effects of propranolol on Tau pathology. (a) Phosphorylated Tau at Ser396 and Ser404 levels (PHF-1
62 kDa) normalized to total Tau, (b) Phosphorylated JNK1 levels (active form 46-54 kDa) normalized to total
JNK. Each panel shows percentage of optical density (O.D.) values of control (saline) SAMR1 mice and
representative picture of the blotting. Statistical analysis by two way ANOVA (strain x treatment) *p<0.01
interaction, significant differences vs control (saline) SAMR1 mice, ”p<0.05 interaction, significant differences vs
control (saline) SAMP8 mice, "main effect of strain, §p<0.05 main effect of treatment.

Moreover, propranolol treatment was able to increase the expression of
phosphorylated GSK3B (pGSK3 in Ser9) normalized to total GSK3R (two-way ANOVA, main
effect of treatment, F,,,=7.945, p<0.05; n=6-8) (Figure 4a). Levels of pAkt were also
measured, as GSK3f phosphorylated at Ser9 is a downstream target of activated Akt (pAkt).
There was a significant interaction (two-way ANOVA, F,,;=5.652, p<0.05; n=6-8) between

strain and treatment in pAkt expression normalized to total Akt (Figure 4b). Further
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analysis revealed that SAMP8 mice showed a significant decrease in pAkt expression
(Student’s t-test, p<0.01) that was reversed by propranolol treatment (Student’s t-test,
p<0.05).

Consistent with a post-transcriptional regulation of these enzymes, total Tau, JNK1,
GSK3pB and Akt levels, normalized using actin, remained unaltered. Altogether these data
suggest that in SAMP8 mice, propranolol induces a reduction in pTau probably through the
modulation of JNK1 and Akt/GSK3pB pathways.
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Figure 4. Effects of propranolol on Tau pathology. (a) Phosphorylated GSK3p levels (inactive form 46 kDa)
normalized to total GSK3B; (b) Phosphorylated Akt levels (active form of the enzyme, 60kDa) normalized to
total Akt.Each panel shows percentage of optical density (O.D.) values of control (saline) SAMR1 mice and
representative picture of the blotting. Statistical analysis by two way ANOVA (strain x treatment) *p<0.01
interaction, significant differences vs control (saline) SAMR1 mice, ”p<0.05 interaction, significant differences vs

control (saline) SAMP8 mice, §p<0.05 main effect of treatment.

3.4 Effects of propranolol on synaptic plasticity

Changes in the expression of plasticity markers could represent one of the main
mechanisms which could account for cognitive disturbances observed in SAMP8 mice.
Synaptophysin is a widely used marker to estimate synaptic density (Valtorta y col.,
2004). There was an interaction (two-way ANOVA, F;,,=8.108, p<0.01; n=6-8) between

strain and treatment in synaptophysin levels. SAMP8 animals showed a significant
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decrease in synaptophysin levels (Student’s t-test; p<0.01) that was reversed by

propranolol treatment (Student’s t-test, p<0.05) (Figure 5a).

The neurotrophic factor BDNF helps the survival of existing neurons, facilitates the
growth of new neurons and synapses, and low BDNF levels are associated with cognitive
deficits. Decreased BDNF levels (mature, mBDNF) were found associated to strain
(F125=7.727, p<0.05; n=6-8), while propranolol treatment increased mBDNF expression
(F125=5.370, p<0.05; n=6-8). BDNF is secreted to the extracellular matrix in a proBDNF form,
which negatively affects survival and synaptic plasticity. However, proBDNF is mainly
cleaved to mature BDNF, which eventually has positive effects on survival, growth, synaptic
plasticity and memory formation. Therefore, the ratio proBDNF/mBDNF has been
measured (Figure 5b). There was a significant interaction between strain and treatment
(two-way ANOVA, F;,,=5.221, p<0.05; n=6-8), and a significant decrease in the pro-
BDNF/mBDNF ratio was found in SAMP8 mice (Student’s t-test; p<0.01) that was reversed

by propranolol treatment (Student’s t-test, p<0.05).
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Figure 5. Effects of propranolol on synaptic plasticity. (a) Synaptophysin levels (38 kDa) levels; (b) Ratio
proBDNF to mature (m)BDNF. No differences were found in the proBDNF normalized to actin. Statistical
analysis by two-way ANOVA (strain x treatment), *p<0.01 interaction, significant differences vs control (saline)

SAMR1 mice, #p<0.05 interaction, significant differences vs control (saline) SAMPS8 mice.
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4, Discussion

In the present study it has been shown that propranolol, a B-adrenergic antagonist
widely used as an antihypertensive drug, exerts a protective effect on memory
impairments shown by SAMP8 mice in the NORT. Moreover, propranolol reversed the
main neuropathological markers shown by this senescence-accelerated mouse model, such
as Tau hyperphosphorylation and B-amyloid pathology. It is discussed below that these

effects could be mediated by the modulation of JNK1 activity.

SAMP8 mice show at early as 5-6-month-old of age memory impairments, AB
deposition and increased Tau phosphorylationin the hippocampus when compared with
age matched SAMR1 mice (Pallas et al., 2008). SAMP8 mice are considered nowadays as a
robust model for studying age-associated pathologies, including AD (Liu et al., 2012; Pallas
et al., 2008; Sureda et al., 2006). It has even been suggested that SAMP8 mice may more
closely represent the complexity of the disease than other transgenic mouse lines because
of the multifactorial nature of AD (Pang et al., 2006). As already described, 6-month-old
SAMP8 mice presented learning and memory impairments in the NORT when compared
with age matched SAMR1 mice, an effect that was reversed by propranolol. Previous works
have reported the ability of propranolol to reverse cognitive deficits associated to
deleterious insults, such as chronic stress (Aisa et al., 2007). However, to our knowledge,
this is the first report describing pro-cognitive actions of propranolol in an experimental
model of ageing. It is important to note that propranolol was used in the present study at a
lower dose than the commonly prescribed for the treatment of hypertension in humans
(Shannon et al., 2007), as calculated by the formula described by Reagan-Shaw et al. (2007).
Therefore, the results presented here seem to be independent from the antihypertensive
effect of propranolol. In an attempt to elucidate the mechanisms underlying the beneficial
effects of propranolol we focused our study on both B-amyloid and Tau pathology, the two

main pathological hallmarks in AD.

AD is characterized by the progressive accumulation in the brain of senile plaques
composed of beta-amyloid protein (AB). According to the amyloid hypothesis,

accumulation of AP in the brain is the primary influence leading to AD pathogenesis, and
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this accumulation it is proposed to result from an imbalance between AB production and
A clearance. Del Kumar et al. (2000) and Valle et al (2010) showed that from as early as 6
months onward, SAMP8 mice show AR deposition in the hippocampus that increases in
number and extent with age. However, plaques cannot be found until the age of 18
months (Morley et al., 2000). AB protein is generated from APP, which can be cleaved by
BACE1 and a-secretase to produce C99 and C83. These C-terminal fragments can then be
cleaved by y-secretase to produce AB and p3, respectively (Dhikav and Anand, 2007). In
APP transgenic mice, BACE1 overexpression increases AB formation (Fukomoto et al.,,
2002), whereas BACE1 knockout mice produce little or no AP peptide (Bodendorf et al.,
2002; Luo et al., 2001), indicating that BACE1 expression plays a critical role in AB peptide
biosynthesis. On the other hand, the major protease involved in AR degradation in brain
tissue is the insulin degrading enzyme (IDE) (Kurochkin et al., 1994; McDermott et al., 1997;
Qiu et al., 1998; Vekrellis et al., 2000). It has been hypothesized that an age-associated
decline in AB-degrading protease activity would contribute to AR accumulation, particularly
in patients with late-onset AD. Early studies supported such a relationship and revealed
reduced IDE mRNA and protein immunolabeling in AD compared with control brains
(Miners et al., 2006; Russo et al., 2005; Wang et al., 2010; Akiyama et al., 2001). It has also
been shown that knockout IDE mice present a lower degradation of AB (Farris et al., 2003).
In our hands, it seems that the increased AB levels in SAMP8 mice could be derived from
both an increased formation through a BACE1 up regulation and a decreased degradation
associated to a lower IDE expression, and all these effects were reversed by propranolol.
Supporting this hypothesis, increased levels of A were not accompanied by changes in the

expression of APP, suggesting an increased amyloidogenic processing of APP.

In addition to accumulation of AB, abnormal hyperphosphorylation of Tau is a
critical event in the cascade leading to AD (Blennow et al., 2006). Tau
hyperphosphorylation has been described in 5-month-old SAMP8 mice and it 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). Data based on several lines of evidence from transgenic mice and humans indicate a

strong correlation between the extent of Tau pathology and cognitive dysfunction
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(Arriadaga et al., 1992; Ashe and Zahs, 2010; Guillozet et al., 2003). Among kinases
implicated in Tau pathology, data on activation of JNK1 seems to be of particular interest.
JNK1 is a member of the MAPK family that plays a key role in neuronal plasticity,
regeneration, cell death and regulation of cellular senescence (Kogel et al.,, 2005,
Maruyama et al., 2009). Activation of JNK1 phosphorylates Tau at sites recognized by the
presently used PHF-1 antibody (Bellucci et al., 2007). It is to note that JNK1 phosphorylates
the insulin receptor substrate 1 (IRS1) at an inhibitory site that can block signal
transduction by the insulin receptor (Sabio et al, 2008), therefore purportedly altering
insulin-related intracellular pathways, namely the Akt-GSK-Tau. This Akt-GSK route is
required for the induction of long-term potentiation and depression, basic processes
underlying learning and memory (Van der Heide et al., 2006). Accordingly, it has been
found, compared to controls, that treatment with propranolol in SAMP8 mice leads to
decreased JNK1 activity accompanied by increased pAkt, increased pGSK-3p (inactive form)
and decreased pTau expression. Even more, it has been described that JNK1 mediates
BACE1 upregulation (Tamagno et al., 2005; 2009). Therefore, modulation of JNK1 activity in
SAMP8 mice or by propranolol treatment may explain the effects on both AR and tau
pathology. However, the mechanisms by which propranolol could affect JNK1 activity

remains to be elucidated.

As previously reported, SAMP8 mice displayed decreased levels of synaptopshysin
(Cheng et al., 2011) or BDNF (Tajes et al., 2010; Li et al., 2009), which could contribute to
cognitive deficits. BDNF has been described to be highly protective for different neuronal
phenotypes and can prevent neuronal cell death in different experimental paradigms in
vivo as well as in vitro (Barde, 1994; Siegel and Chauhan, 2000). BDNF levels decline with
age and are lower in AD brains that in those without dementia. In various mouse, rat, and
primate models, BDNF therapy has reverted synaptic damage and reversed learning and
memory deficits (see review by Nagahara and Tuszynsk, 2011). Not only that, but
synaptophysin seem to be a presynaptic vesicle protein partially regulated by BDNF
(Tartaglia et al., 2001; Valtorta et al., 2004), therefore reduced synaptophysin expression
may result from a reduced BDNF function. However, hippocampal BDNF is secreted to the

extracellular matrix in a proBDNF form. ProBDNF is active via p75NTR receptors and
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negatively affects survival and synaptic plasticity. ProBDNF is mainly cleaved to mature
BDNF to activate TrkB receptors, which eventually has positive effects on survival, growth,
synaptic plasticity and memory formation. Therefore, the ratio proBDNF/mBDNF could be
a more accurate form to anticipate BDNF outcomes. It is to note that it could have been
expected that B-receptor blockade would have led to decreased BDNF levels (Flores et al.,
2010). Therefore, the present increase in the ratio suggests that propranolol could

modulate the cleavage of pro-BDNF to give rise to the mature form.

As final comments, it is worth mentioning that this is not the first work showing
that semi-chronic 3-4 weeks treatments are enough to reverse deficits/alterations in
SAMP8 mice (Orejana et al., 2012). One of the reason that could explain the success of
semi-chronic treatments in reversing pathology in SAMP8 mice is the fact that this is a
model of accelerated outcomes (pathology starts to show early in life) and the fact that
treatment started when pathology was not so established and deleterious that it is difficult
to reverse. These hypotheses are related to the currently spreading notion that
diagnosis/pharmacological treatment of Alzheimer’s disease starts too late in life (Haas et
al.,, 2012). Interestingly, a pilot experiment was also performed in the present work in
which propranolol was also able to reverse the cognitive deficits observed even in older (9
months old at the beginning of treatment) SAMP8 mice. At this age, the most significant
memory changes between SAMR1 and SAMPS could be observed (Pallas et al., 2008).

In summary, it is proposed here that AB-, Tau-, synaptic- and cognitive pathology in
SAMP8 mice could be related to JNK1 activation, as already suggested in Tg2576/PS1
double transgenic mouse model for AD, in which the activation of JNK1 has been
associated with age-dependent amyloid plaque deposition, Tau phosphorylation, and the
loss of synaptophysin (Kyriakis, 1999; Pearson et al., 2006). Interestingly, all these
pathological features could be reversed by propranolol treatment. Therefore, the present
work could constitute the proof of concept for the use of propranolol for the treatment of

pathologies associate to ageing.
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Resumen

La eficacia de los farmacos antihipertensivos en la EA es controvertida. En este
trabajo se ha evaluado si algunos antihipertensivos podrian actuar sobre la EA mediante
mecanismos independientes de su actividad antihipertensiva. Se han estudiado los efectos
del tratamiento con el antihipertensivo propranolol sobre la cognicién y los marcadores
relacionados con la EA en el modelo animal Tg2576 de EA. El propranolol, a una dosis
menor que la usada como antihipertensivo (5mg/kg, 6 semanas) es capaz de atenuar las
alteraciones cognitivas mostradas por los ratones Tg2576 a los 9 meses de edad en la
prueba de reconocimiento del nuevo objeto y en el test del miedo condicionado. El
propranolol fue capaz de contrarrestar los niveles de AB,, presentes en el hipocampo de
los ratones Tg2576. Este efecto se vio acompafiado por un aumento en la expresién de la
enzima degradadora IDE. Cambios en marcadores de la patologia sinaptica, reflejada en
descensos de la fosforilacion de Akt y en la expresién de BDNF en los ratones Tg2576,
fueron también contrarrestados por el tratamiento con propranolol. La hiperfosforilacion
de Tau mostrada por estos animales también disminuyd en el hipocampo de los ratones
tratados con propranolol, un efecto probablemente debido a un aumento de la
fosforilacion de GSK-3B (forma inactiva) y a un descenso de la expresion de JNKI1. En
general, estos resultados refuerzan la idea de que el propranolol podria considerarse un

potencial agente terapéutico para la EA.
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Abstract

The efficacy of antihypertensive agents in Alzheimer’s disease (AD) is controversial.
It has been tested here whether some antihypertensive drugs might influence AD through
mechanisms independent of blood pressure-lowering activity. The effects of treatment
with the antihypertensive propranolol on cognition and AD-related markers have been
studied in the Tg2576 mouse model of AD. Propranolol, at a lower dose than that used as
antihypertensive (5 mg/kg, 6 weeks), attenuated cognitive impairments shown by 9 month
old Tg2576 mice in the novel object recognition and fear conditioning tests. Propranolol
was also able to counteract the increases in hippocampal levels of AB,, present in Tg2576
mice. This effect was accompanied by an increased expression of the degrading enzyme
IDE. Changes in markers of synaptic pathology, as shown by decreases in phosphorylation
of Akt and in the expression of BDNF in Tg2676 mice, were also counteracted by
propranolol treatment. Tau hyperphosphorylation shown by Tg2576 mice was also
decreased in the hippocampus of propranolol-treated mice, an effect probably related to
an increase of GSK-3B phosphorylation (inactive form) and a decreased JNK1 expression.
Overall, these data further strengthen the potential of propranolol as a therapeutic agent

for Alzheimer’s disease.

Keywords:

Antihypertensive, synaptophysin, BDNF, JNK1, IDE, BACE, Akt, GSK-3, risk factor
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Abstract

The efficacy of antihypertensive agents in Alzheimer’s disease (AD) is controversial. It has been tested
here whether some antihypertensive drugs might influence AD through mechanisms independent
of blood pressure-lowering activity. The effects of treatment with the antihypertensive propranolol on
cognition and AD-related markers have been studied in the Tg2576 mouse model of AD. Propranolol,
at a lower dose than that used as antihypertensive (5 mg/kg, 6 wk), attenuated cognitive impairments
shown by Tg2576 mice aged 9 months in the novel object recognition and fear conditioning tests.
Propranolol was also able to counteract the increases in hippocampal levels of Afy, present in Tg2576
mice. This effect was accompanied by an increased expression of insulin degrading enzyme. Changes in
markers of synaptic pathology, as shown by decreases in phosphorylation of Akt and in the expression
of BDNF in Tg2676 mice, were also counteracted by propranolol treatment. Tau hyperphosphorylation
shown by Tg2576 mice was also decreased in the hippocampus of propranolol-treated mice, an effect prob-
ably related to an increase of GSK3f phosphorylation (inactive form) and a decreased JNK1 expression.
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Overall, these data further strengthen the potential of propranolol as a therapeutic agent for AD.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neuro-
degenerative disorder and the first cause of dementia
in the elderly (Cummings and Cole, 2002). AD is
associated with progressive memory loss and cognitive
impairments and at the molecular level by the presence
of neurofibrillary tangles, composed of hyperphos-
phorylated t fibrils and p-amyloid (Ap)-containing
plaques (Hardy, 2006). Loss of synapses and degener-
ation of the neurons are also key pathological events
in AD (Selkoe, 2002). Over the last few years, several
drugs such as Af modulators, y-secretase inhibitors,
antioxidants or anti-inflammatory molecules, have
emerged as potential therapeutic candidates for the
treatment of AD after showing promising results in
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animal models. However, none of them have proven
to be effective.

Identification of risk factors of AD is important for
developing therapeutic strategies. Several longitudinal
studies suggest that blood pressure levels are increased
decades before the onset of AD and higher blood
pressure seems to accelerate the rate of cognitive de-
cline in patients with early-onset AD (Bellew et al.,
2004; Luchsinger et al., 2005; Skoog and Gustafson,
2006). Furthermore, epidemiological evidence sug-
gests that hypertension may promote the onset and pro-
gression of Af and rneuropathology (Sparks etal., 1996;
Petrovitch et al.,, 2000). Antihypertensive treatments
have been associated with lower incidence of clinically
diagnosed AD and better cognitive function (Hajjar
et al., 2005; Khachaturian et al., 2006; Hoffman et al.,
2009). For example, Guo et al. (1999) reported that
the use of specific cardiovascular agents, especially
p-blockers and calcium-receptor antagonists, protected
elderly hypertensive subjects from developing AD.
However, despite these encouraging reports, other
studies failed to support the efficacy of antihypertensive
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agents in AD dementia (Prince et al., 1998; in’t Veld
et al., 2001; Lithell et al., 2004). Thus, at present there
is inconsistent evidence regarding the influence of
antihypertensive drugs on AD incidence and/or
pathogenesis.

This lack of consensus may reflect, in part, the differ-
ent AD-modifying features among antihypertensive
drugs. Wang et al. (2007) performed a high-throughput
screening study assessing 55 antihypertensive drugs
representing all pharmacological classes of currently
available antihypertensives. They found that only a
few of the antihypertensive agents were able to sig-
nificantly reduce the accumulation of Afyy and Apfy
in primary embryonic cortico-hippocampal neuron
cultures derived from a transgenic mouse AD model,
suggesting that some antihypertensive drugs might
influence AD through mechanisms affecting Af
neuropathology.

Based on this premise, the present work aims
to study whether some antihypertensive drugs
might influence AD through mechanisms affecting
Ap neuro pathology independent of blood pressure-
lowering activity. We have focussed on propranolol, a
f-adrenergic antagonist that is commonly used in the
treatment of hypertension, cardiac arrhythmia, angina
pectoris or acute anxiety. Propranolol has been shown
experimentally to reverse cognitive deficits associated
with stress (Roozendaal et al., 2004; Aisa et al., 2007)
and to decrease Ap levels in vitro (Wang et al., 2007).
Propranolol has been previously used as a thera-
peutic agent for the treatment of disruptive behaviours
(mainly aggression and agitation) in AD (Shankle
et al., 1995; Peskind et al., 2005). It is proposed here
that propranolol, at lower doses than those used as
antihypertensive, could ameliorate memory impair-
ments and Af pathology in the Tg2576 transgenic
mouse model of AD.

Method
Animals

Experiments were carried out in 16 female Tg2576 AD
transgenic mice (23-26g), that express the human
695-aa isoform of amyloid precursor protein (APP)
containing the Swedish double mutation [APPswe;
(APP695) Lys®”®—Asn, Met®”' >Leu]. The mice were
on an inbred C57BL/6/SJL genetic background. In the
Tg2576 AD mouse model, Af peptide content in the
brain accumulates exponentially between ages 7 and
12 months (Hsiao et al., 1996). As our hypothesis is
that propranolol is able to interfere with Af pathology,
mice aged 8 months have been used. As a control we

used a group of 16 age- and strain-matched non-
transgenic mice. Animals were housed (five per cage)
in constant conditions of humidity and temperature
(22+1°C) with a 12-h/12-h light-dark cycle (lights
on 07:00 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. Behavioural experiments were conducted
between 09:00 and 13:00 hours. Animals were randomly
assigned to control and treatment group.

Drug treatment and experimental design

To study the effect of propranolol (propranolol hydro-
chloride; Sigma-Aldrich, USA) on cognitive impair-
ment, female Tg2576 mice aged 8 months and their
respective controls (non-transgenic mice), were treated
once daily with propranolol (5 mg/kg i.p.) or saline for
6 consecutive wk (n=8 per genotype and treatment).
In the final week of treatment the novel object recog-
nition test (NORT) and the fear conditioning test were
performed. During the behavioural studies, to avoid
any purported effect of an acute drug administration,
propranolol was administered after the behavioural
testing (20 h before the following behavioural session).

Behavioural tests

Behavioural experiments were conducted between
09:00 and 13:00 hours. Animals were randomly
assigned to control and treatment group. Tg2576
mice aged 9 months have shown impairments in rec-
ognition memory, but spatial working memory is
not altered (Hsiao et al, 1996, Reed et al., 2010).
Therefore, the tests chosen to study the effects of pro-
pranolol on cognition have been the NORT and fear
conditioning.

Locomotor activity

Horizontal locomotor activity was measured for
30 min in an open field, which consisted of four square
arenas (40x50x50 cm) using a video tracking system
(Ethovision 3.0; Noldus Information Technology BV,
The Netherlands), in a softly illuminated room. Total
path length (cm) was analysed.

Object recognition

The object recognition test was adapted from Ennaceur
and Delacour (1988). The open field consisted of a
square open field (40x50x50cm). During the first
trial of the experiment, two objects similar in shape,



size, colour, texture etc., equidistant from the sides
(10 cm) were placed within the chamber. The animal
was placed into the centre of the open field and
allowed to freely explore for 5 min. It was considered
that the animal was exploring the object when the
head of the mouse was oriented towards the object
with its nose within 2cm of the object. One hour
later a second trial took place, in which one object
was replaced by a different one and exploration was
scored for 5 min. In order to eliminate olfactory stimuli,
chamber and objects were cleaned after testing each
animal. To avoid preference for one of the objects,
the order of the objects was balanced between testing
animals. Results were expressed as percentage of
time spent with the novel object with respect to the
total exploration time (discrimination index).

Fear conditioning test

The conditioning procedure was carried out in a
StartFear system (Panlab S.L., Spain) that allows re-
cording and analysis of the signal generated by the
animal movement through a high sensitivity weight
transducer system. The analogical signal is transmitted
to the FREEZING and STARTLE software modules
through the load cell unit for recording purposes
and posterior analysis in terms of activity/immobility.
The conditioning box is housed inside a soundproof
chamber, which minimized external stimulation during
the conditioning and retention tests. The box was pro-
vided with a house light that supplied dim illumi-
nation and with a floor grid through which foot
shocks could be administered.

On habituation day, the mice were placed in the
conditioning chamber for 5 min. On training day, the
mice were placed in the conditioning chamber for
2 min before the onset of a tone at 2800 Hz, 85dB
[conditioned stimulus (CS)], which lasted for 30s.
The final 2 s of the CS was paired with a 0.2mA foot
shock [unconditioned stimulus (US)]. Finally, 10s
after the CS-US, mice were returned to their home
cages. Memory was evaluated 24h after training.
Mice were returned to the conditioning chamber and
allowed to explore the context for 3min, during
which freezing behaviour was recorded (contextual
fear conditioning). Freezing was defined as lack of
movement except that required for breathing for at
least 2s and was analysed to give the percentage
time freezing during exposure to the chamber. Under
these experimental conditions the fear conditioning
test is a contextual learning task dependent on the
hippocampus (Leach et al., 2012; Ricobaraza et al,
2012). The conditioning apparatus was controlled by
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the experimenter with specific software (Packwin;
Panlab SL) running on a personal computer.

Neuronal primary culture

Hippocampal tissues from C57BL/6] mice embryos
aged 19 d were homogenized in serum-free Neuro-
Basal medium with 2% B27 supplement (Invitrogen,
USA). Cells from each embryo were seeded separately
in dishes that were pre-coated with poly-p-lysine MW
300000 (0.17mg/ml; Sigma-Aldrich, USA) in PBS.
Cells were grown for 10 d and the culture medium was
changed every fourth day. On day 10, 1 um propranolol
was added to a fresh and pre-warm medium and cells
were collected 24 h after the treatment.

Cell viability was examined by means of the
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl  tetrazolium
bromide (MTT) assay, which depends on the reduction
of the tetrazolium salt MTT to formazan by living
cells. Hippocampal/cortical mixed cells were cultured
in 48-well plates and treated overnight with 8um
Apys 35 fragments (Sigma-Aldrich, USA) and followed
by an overnight incubation with propranolol (1 um).
After treatment, MTT was dissolved in PBS (5 mg/ml)
and added (10l per 100 ul medium) to all wells of
the assay and incubated for 2 h at 37 °C. The MTT sol-
ution was aspirated and DMSO was added to the cells.
Aliquots were transferred to a 96-well plate and absor-
bances were measured at 595nm in a plate reader.
Results were expressed as percentages of the respective
value obtained for cells treated with 10 mm sodium
phosphate buffer at pH 7.25.

Tissue collection

At the end of the behavioural studies, fasting mice
were killed between 08:00 and 10:00 hours. Brains
were removed and dissected on ice to obtain the hippo-
campus, or frozen immediately and stored at —80 °C,
according to random assignment.

Western blotting

Cytosolic extract preparations from the hippocampus
of mice were homogenized in a cold lysis buffer with
protease inhibitors (0.2 M NaCl, 0.1 m Hepes, 10% gly-
cerol, 200mmMm NaF, 2mmMm Na4P207, 5mm EDTA,
1mm EGTA, 2mm DTT, 0.5 mm PMSF, 1 mm Na3VO4,
1 mM benzamidine, 10 ug/ml leupeptin, 400 U/ml apro-
tinin). Samples (20 ug) were separated by electrophor-
esis on a sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide
gel. Membranes were probed overnight at 4 °C with
the corresponding primary antibodies (Table 1). Immuno-
positive bands were visualized using an enhanced
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Table 1. Conditions used in Western blotting experiments

Protein SDS-polyacrylamide gel Molecular weight Primary antibody (dilution)

IDE 13% 100 kDa Anti-IDE (1:1000)7

pAkt 13% 60 kDa Anti-pAkt (1:1000)°

Total Akt 13% 60 kDa Anti-Akt (1:1000)°

Synaptophysin 13% 38 kDa Anti-Synaptophysin (1:500)°

BACE1 13% 70 kDa Anti-BACE 1 (1:1000)*

pINK 13% 46 kDa Anti-pSAPK/INK Thr'®/Tyr'® (1:1000)°
Total JNK 13% 46 kDa Anti-SAPK/JNK (1:1000)"

pr (AT8) 13% 50kDa Anti-pr Ser®®/Thr*® ATS (1:500)°

pr (PHF1) 13% 62 kDa Anti-PHF1-7 (1:500)*

Total t 13% 50 kDa Anti-r T46 (1:1000)¢

pGSK3p 13% 46 kDa Anti-pGSK3p Ser” (1:1000)°

Total GSK3p 13% 46 kDa Anti-GSK34 (1:1000)°

BDNF 10% 28 kDa Anti-mBDNF (1:1000)*

proBDNF 10% 14kDa Anti-proBDNF*

APP C-terminal 7.5% 100 kDa Anti-APP C-terminal (676-695; 1:2000)°
ADAM17 7.5% 37kDa Anti-ADAM17 (1:1000)?

SDS, Sodium dodecyl sulphate; IDE, insulin degrading enzyme; p, phosphorylated; SAPK, stress activated protein kinase; m,
mature; JNK, c-Jun N-terminal kinase; GSK, glycogen synthase kinase; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; APP, amyloid

precursor protein.

@ Abcam, USA.

P Cell Signalling Technology, USA.
¢ Pierce, USA.

4Gigma-Aldrich, USA.

chemiluminescense Western blotting-detection reagent
(ECL; UK). The optical density (OD) of reactive bands
visible on X-ray film was determined densitometri-
cally. f-Actin or a-tubulin was used as internal control.
Results were expressed as percentage of OD values of
control (non-transgenic saline) mice.

AP levels

For analysis of soluble Afy and Apfs;, burden, the
hippocampus was homogenized in a buffer containing
5M guanidine HCl and 50 mmTris-HCI, pH 8, protease
inhibitors (Complete Protease Inhibitor Cocktail,
Roche, Spain) and phosphatase inhibitors (0.1 mm
Na3VO4, Imm NaF). Ap levels were measured using
a sensitive sandwich ELISA kit (Biosource, USA) fol-
lowing the manufacturer’s instructions.

Data analysis and statistics

Data were analysed by SPSS for Windows, release 15.0.
Normality was checked by Shapiro-Wilks’s test
(p>0.05). Behavioural and biochemical data were
analysed by Student’s ¢ test or two-way analysis of
variance (ANOVA; genotypextreatment). Post hoc com-
parisons were conducted, if appropriate, using Tukey’s
protected least significance test. Data are presented as

mean=s.e.M. The level of significance for all analyses
testing was set at p<0.05.

Results

Propranolol restored cognitive function in
12576 mice

Two-way ANOVA indicated a significant genotypex
treatment interaction on the measure of discrimination
between new and familiar objects (F;.31=9.191, p<0.01).
Further analysis revealed that Tg2576 animals showed
a significant learning impairment (Tukey’s test, p<0.05)
that was reversed by propranolol treatment (Tukey’s
test, p<0.05) (Fig. 1a).

The effects observed in NORT do not seem to be
associated to differences in locomotor activity, as
there was no difference in the total amount of time
spent exploring two identical objects between non-
transgenic and Tg2576 groups in the NORT (two-way
ANOVA, F;3;=0.013, p>0.05; Supplementary Fig. S1).
Further supporting this fact, total distance travelled
in the open field (F;3;=0.906, p>0.05; Supplementary
Fig. S1) was not affected by either genotype or
treatment.

Mice were next given the fear conditioning test (con-
textual learning), another hippocampus-dependent
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Fig. 1. Chronic treatment with propranolol reverses the
learning deficit in Tg2576 transgenic mice. () Novel object
recognition test, data shown as discrimination index

(time exploring new object/total time of explorationx100);
(b) Fear conditioning, data shown as percentage of freezing
over the 2 min test. Two-way analysis of variance (ANOVA;
genotype x treatment) significant interaction: * p<0.05,

* p<0.01 significant differences vs. non-transgenic (Non-tg)
saline-treated; " p<0.05, " p<0.01 significant differences

vs. Tg2576 saline mice.

learning task, where Tg2576 mice are impaired.
As shown in Fig. 1b, Tg2576 mice that received the pro-
pranolol showed a freezing response similar to that
of the age-matched non-transgenic mice and much
more than saline-treated Tg2576 animals (two-way
ANOVA, significant interaction Fj 31=6.519, p<0.05).

All these data confirm that propranolol given
chronically ameliorated the memory deficits of this
AD mouse model.

Propranolol decreases Ap burden and protects
against AP toxicity

Tg2576 mice treated with propranolol exhibited signifi-
cantly lower hippocampal levels of Afy and Apfs
(Student’s t-test, p<0.05, Fig. 2a). No Ap was detected
in non-transgenic littermates. The lowering effects
of propranolol on Af burden could be related to both
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a decrease in the production or to an increase in the
clearance of Af. No differences were found in Tg2576
mice treated with either saline or propranolol in ex-
pression of APP or the f-secretase, BACE (Student’s ¢
test, Fig. 2b, c), suggesting that production of Ap is
not affected by propranolol. However, expression of
the a-secretase, ADAM17 was increased in propranolol-
treated mice (two-way ANOVA, main effect of treat-
ment F; 3;=3.769, p<0.05; Fig. 2d).

To check clearance, the expression of insulin de-
grading enzyme (IDE), a metalloprotease that has a
crucial part in Af clearance in the brain, was measured
(Fig. 3a). It was found that propranolol was able to
increase IDE expression, independently of geno-
type (two-way ANOVA, main effect of treatment,
F131=19.874, p<0.001).

To confirm that propranolol was able to directly
increase IDE expression, cell culture neurons were ex-
posed to propranolol (1um, 24h) and it was found
that IDE expression was significantly enhanced
(Student’s t test, p<0.01, Fig. 3b). Under these con-
ditions, these increases in IDE expression seem to lead
to decreased Ap effects (Fig. 3c). In the MTT assay,
primary neurons treated with Af,s 35, 8 um, showed
significantly reduced cell viability as compared with
cells treated with sodium phosphate buffer (controls).
In the presence of propranolol (1 um), Ap-induced cyto-
toxicity was significantly reversed (two-way ANOVA,
F119=19.536, p<0.01, followed by Tukey’s test).

Effects of propranolol on markers of synaptic
plasticity

The hippocampus is essential for the formation
and storage of memories, which is in turn mediated,
at least in part, by hippocampal synaptic plasticity.
Reversal of memory dysfunction by propranolol in
Tg2576 mice might be attributable to changes in synap-
tic plasticity. Several different markers of synaptic
plasticity were selected to be analysed: Akt, as part
of one of the most critical pathways in regulating cell
survival; synaptophysin, as a widely used marker to
estimate synaptic density; brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), which helps the survival of existing
neurons and facilitates the growth of new neurons
and synapses.

There was a main effect of genotype and treatment
regarding phosphorylated (p) Akt levels normalized
to total Akt (main effect of genotype, F;31=58.399,
p<0.01; and main effect of treatment F;3;=20.031,
p<0.01; Fig. 4a). Synaptophysin levels were also
increased by propranolol (main effect of treatment,
F131=5.445, p<0.05, Fig. 4b).
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Fig. 2. Propranolol (Prop) decreases f-amyloid (Af) burden. Ap levels (a) and amyloid precursor protein (APP; b),
BACE1 (c) and ADAM17 (d) expression in the hippocampus of Tg2576 transgenic mice. In (b), (c) and (d), representative
Western blot bands from hippocampal tissues are shown. The histograms represent the quantification of the
immunochemically reactive bands in the Western blot. Data are expressed as mean percentage of the results from

the non-transgenic (Non-tg) mice receiving saline (Sal; Non-tg Sal, 100%). In (a) * significant effect, Student’s f test.

In (b) two-way analysis of variance (ANOVA; genotypextreatment), % p<0.01 main effect of genotype. In (d) two-way
ANOVA (genotypex treatment), * p<0.05 main effect of treatment.

BDNF is secreted to the extracellular matrix in
a proBDNF form, which negatively affects survival
and synaptic plasticity. However, proBDNF is mainly
cleaved to mature (m) BDNF, which eventually has
positive effects on survival, growth, synaptic plasticity
and memory formation. Therefore, the proBDNEF:
mBDNF ratio has been measured (Fig. 4c) and
a decrease in the pro-BDNF:mBDNF ratio has
been found in Tg2576 mice (main effect of genotype,
F131=9.930, p<0.01) while propranolol treatment was

able to increase these levels (main effect of treatment
F1_31=5.855, p<005)

Effects of propranolol on t pathology

Although Tg2576 mice do not suffer from real 7
pathology in terms of neurofibrillar tangles, these
animals manifest age-related hyperphosphorylated
r-containing neurites and higher activities of various
7 kinases. Lately, it has been suggested that abnormal
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Fig. 3. Propranolol (Prop) increases f-amyloid (Af)
clearance and toxicity. In () increased levels of insulin
degrading enzyme (IDE) expression in the hippocampus
of propranolol treated mice might reflect an increased
clearance of Af in the hippocampus of Tg2576 transgenic
mice. In neuronal primary cultures IDE expression was
also increased after propranolol treatment (b) and this
treatment protected against Afss 35 toxicity (c). In all cases
representative Western blot bands from hippocampal tissues
are shown. The histograms represent the quantification of
the immunochemically reactive bands in the Western blot.
Data are expressed as mean percentage of the results from
the non-transgenic (Non-tg) mice receiving saline
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7 phosphorylation is a secondary event to Af path-
ology in AD. In addition, considering the significance
of the Akt-glycogen synthase kinase (GSK)3/$-z path-
way and given the results found measuring Akt, we
analysed next the levels of 7 phosphorylation in the
mice hippocampi. Immunoblot analysis showed a sig-
nificant genotypextreatment interaction regarding pr
at pSer202/Thr205, (pr normalized to total 7 levels;
two-way ANOVA, F; 3;=6.869, p<0.05). Further analy-
sis revealed that Tg2576 animals showed significant
hyperphosphorylation of pr that was reversed by pro-
pranolol treatment (Tukey’s test, p<0.05, Fig. 5a).
Similarly, pr at Ser’26/404 using the PHF1 antibody
(Fig. 5b), was also altered in Tg2576 mice (two-way
ANOVA, significant genotypextreatment interaction,
F131=4.651, p<0.05) and the increases in pr levels
showed by Tg2576 were reverted by propranolol
(Tukey’s test, p<0.05).

The expression of several kinases implicated in z
pathology was checked. As shown in Fig. 5¢c, there
was also a significant interaction in pGSK3/ expression
(pGSK3p in Ser’, inactive form) normalized to total
GSK38 (two-way ANOVA, F;3=4.349, p<0.05).
Further analysis revealed that Tg2576 animals showed
decreased levels of pGSK3p (Tukey’s test, p<0.05) that
was reversed by propranolol treatment (Tukey’s test,
p<0.05). Moreover, there was a genotypextreatment
interaction (two-way ANOVA, F;3;=6.828, p<0.05)
with regard to p- c-Jun N-terminal kinase (JNK)1 levels
normalized to total JNKI1. Western blot analysis
revealed that pJNKI1 levels were significantly increased
in saline Tg2576 mice compared with non-transgenic
mice (Tukey’s test, p<0.05) and propranolol treatment
was able to reverse these effects on pJNK1 expression
(Tukey’s test, p<0.05; Fig. 5d).

Consistent with a post-transcriptional regulation
of these enzymes, total 7, J]NK1 and GSK3g levels,
normalized using actin, remained unaltered.

Discussion

The main finding in this study is the reversal of
memory deficits in the Tg2576 mouse model of AD
using propranolol, a brain penetrating non selective

(Sal; Non-tg Sal, 100%). In (a), two-way analysis of variance
(ANOVA; genotypextreatment), * p<0.01 main effect of
treatment. In cell culture experiments, (b) Student’s ¢ test,

™ p<0.01, significant differences vs. control. In (c) two-way
ANOVA (ApxProp), significant interaction, ™ p<0.01,
significant differences vs. control; " p<0.01, significant
differences vs. Afs_35 toxicity.
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Fig. 4. Effects of propranolol (Prop) on markers of
synaptic plasticity in the hippocampus. () Phosphorylated
(p)Akt levels, (b) synaptophysin levels, (c) proBDNF
mature (m)BDNF:proBDNF ratio. Representative Western
blot bands from hippocampal tissues are shown.

The histograms represent the quantification of the
immunochemically reactive bands in the Western blot.
Data are expressed as mean percentage of the results
from the non-transgenic (Non-tg) mice receiving saline
(Sal; Non-tg Sal, 100%). Two-way analysis of variance
(ANOVA; genotype x treatment): 5§ p<0.01, main effect of
genotype; * p<0.05, * p<0.01, main effect of treatment.

p-adrenergic antagonist widely used as an antihyper-
tensive drug. Previous work has reported the ability
of propranolol to reverse cognitive deficits associated
with deleterious insults such as chronic stress (Aisa
et al., 2007). However, to our knowledge, this is one
of the first reports describing pro-cognitive actions of
propranolol in an experimental model of AD.

Because the overall goal of our study was to test the
hypothesis that propranolol may influence AD-type Af
pathogenesis independent of blood pressure-lowering
activity, we treated Tg2576 mice with 5mg/kg pro-
pranolol. Based on the fact that the recommended
dose of propranolol for the treatment of hypertension
in humans is 160-320 mg/d and using US Food and
Drug Administration criteria [human equivalent
dose in mg/kg=animal dose in mg/kg x (animal weight
in kg/human weight in kg)0'33; http://www.fda.gov/
cber/gdIns/dose.htm] and the formula described by
Reagan-Shaw et al. (2007) for converting drug equi-
valent dosages across species area [human equivalent
dose in mg/kg animal dose in mg/kgxKm mice
(=3)/Km human (=37)], it can be calculated that
the dose used in the present study is below the
recommended human equivalent dosage range.
Therefore, propranolol was used in the present study
at a lower dose than that commonly prescribed for the
treatment of hypertension in humans (Reagan-Shaw
et al., 2007) and the results presented here seem to be
independent from the antihypertensive effect of propra-
nolol. In an attempt to elucidate the mechanisms under-
lying the beneficial effects of propranolol and based
on previously published work (Wang et al., 2007), we
focused our study on Af and r pathology, the two
main pathological hallmarks in AD and in markers of
synaptic plasticity.

A Kkey issue was to determine the optimal age of
Tg2576 mice for this study. Tg2576 mice show rapid
increases in Af levels starting at age 6 months and
Ap peptide content in the brain accumulates expo-
nentially between ages 7 and 12 months. Following
our hypothesis that propranolol was able to alter Ap
burden, Tg2576 mice aged 8 months (at the beginning
of treatment) were chosen in order to be able to detect
significant increases in Af content in saline treated
mice. Tg2576 mice aged 9 months (at the end of treat-
ment) shown impairments in recognition memory
(Mouri et al., 2007; Taglialatela et al., 2009) but spatial
working memory is not altered until age 12-15 months
(Hsiao et al., 1996; Reed et al., 2010). Therefore, the
tests chosen to study the effects of propranolol on
cognition have been the NORT, to assess recognition
memory, and fear conditioning, to check contextual
hippocampal dependent memory. Interestingly, in
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Fig. 5. Effects of propranolol treatment on 7z pathology in the hippocampus. Propranolol regulates tau phosphorylation

[p; (a) and (b)] through glycogen synthase kinase (GSK)3p (c) and c-Jun N-terminal kinase (JNK)1 (d) in Tg2576 transgenic
mice. Representative Western blot bands from hippocampal tissues are shown. The histograms represent the quantification
of the immunochemically reactive bands in the Western blot. Data are expressed as mean percentage of the results from
the non-transgenic (Non-tg) mice receiving saline (Sal; Non-tg Sal, 100%). Two-way analysis of variance (ANOVA;
genotypextreatment): significant interaction, + p<0.05, significant differences vs. non- transgenic Sal-treated, * p<0.05,
significant differences vs. Tg2576 Sal mice. AT8 and PHF1, phosphorylated tau; tot, total.

our study, a chronic treatment with propranolol has
been able to completely reverse memory deficits in
both types of cognitive test. The effects of propranolol
on memory are complex and, therefore, a note of caution
should be exercised regarding the present effects on
cognition. Infusion of a f-adrenergic receptor agonist
improves memory consolidation (Cahill and McGaugh,
1996) and systemic propranolol impaired memory
retrieval on a water maze spatial task (Murchison

et al., 2004). Alternatively, propranolol has been shown
to reverse cognitive deficits associated with chronic stress
(Aisa et al, 2007). In human volunteers, propranolol
enhancement of cognitive flexibility is affected by
how much difficulty the subject is encountering when
searching for the solution (Campbell et al., 2008). In this
respect, it has been suggested that the retention-
enhancing effects of increased noradrenergic tone may
be caused by influences on mechanisms other than
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memory retrieval e.g. nonspecific effects on arousal and
attention (Aston-Jones et al., 2000).

Given the genotypic nature of Tg2576 mouse, Af
should be a major player in the memory dysfunction
developed by this transgenic mouse. According to
the amyloid cascade hypothesis (Hardy and Selkoe,
2002), Ap is the starting point for a sequence of patho-
genic events, such as 7 hyperphosphorylation and
neuroinflammation, that contribute to synaptic dys-
function and ultimately cause dementia. Therefore,
although lately controversial in literature reports, it
could be suggested that the reduction of Af burden
by propranolol would consequently contribute to ame-
liorate AD symptoms. Accumulation of Af is proposed
to result from an imbalance between Af production
and A clearance. Although changes in the amyloido-
genic processing of APP cannot be completely
excluded from the present work, the lack of effect of
propranolol treatment on BACE1 expression seems to
indicate that Af production is not altered by proprano-
lol. However, the effects of propranolol on ADAM17
suggest that the non-amyloidogenic processing of
APP could be facilitated in propranolol-treated mice.
Alternatively, the brain possesses robust intrinsic Af
clearance mechanisms (Tanzi et al., 2004). A peptides
are proteolytically degraded within the brain mainly
by neprilysin (Iwata et al., 2000) and IDE (Kurochkin
and Goto, 1994). It is unclear whether increased nepri-
lysin levels may be beneficial to A pathology, as this
enzyme neither degrades Af oligomers nor restores
memory function in an AD mouse model (Meilandt
et al., 2009). Therefore, we have focused on IDE
expression. The results found both in the Tg2576
mice and in cell culture experiments suggest that
propranolol, by increasing IDE expression, is able to
prevent the cellular damage induced by Ap.

Although the Tg2576 mouse is a model of AD
amyloidosis and Tg2576 mice do not suffer from real
7 pathology in terms of neurofibrillar tangles, the
presence of hyperphosphorylated 7 epitopes (Ser'”,
Thr**!/Ser?®®, Ser**® and Ser413) and higher activities
of various 7 kinases has been consistently reported
(Tomidokoro et al.,, 2001; Sasaki et al., 2002; Ferrer
et al., 2005; Cuadrado-Tejedor et al., 2011 and shown
in Fig. 4). In fact, Ap amyloidosis can activate the ¢
kinase pathway involving GSK3p (via its phosphoryl-
*16) and, subsequently, 7 is phosphorylated
at sites that promote its accumulation and deposition
(Tomidokoro et al., 2001; Otth et al., 2002). Among
kinases implicated in 7 pathology, data on activation
of JNK1 seems to be of particular interest. JNK1 is
a member of the mitogen-activated protein kinase

ation at Tyr

family that plays a key role in neuronal plasticity,

regeneration and cell death (Kogel et al., 2005,
Maruyama et al., 2009). Activation of JNK1 phosphory-
lates 7 at sites recognized by the presently used PHF1
antibody (Bellucci et al., 2007). It is of note that JNK1
phosphorylates the insulin receptor substrate-1 at an
inhibitory site that can block signal transduction by
the insulin receptor (Sabio et al., 2008), therefore pur-
portedly altering insulin-related intracellular path-
ways, namely the Akt-GSK3p-r. This Akt-GSK3p
route is required for the induction of long-term poten-
tiation and depression, basic processes underlying
learning and memory (van der Heide et al., 2006).
Accordingly, it has been found, compared to controls,
that treatment with propranolol in Tg2576 mice leads
to decreased JNKI1 activity accompanied by increased
pAkt, increased pGSK-34 (inactive form) and de-
creased pr expression. Together these data suggest
that the decrease in the kinase activity of GSK3p and
JNK1 due to propranolol was able to prevent the
signs of tauopathy observed in the hippocampus of
Tg2576 mice, possibly contributing to the reinstate-
ment of cognitive function as data, based on several
lines of evidence from transgenic mice and humans,
indicating a strong correlation between the extent of
t pathology and cognitive dysfunction (Guillozet
et al, 2003; Hanger et al, 2009; Ashe and Zahs,
2010). Interestingly, propranolol seems to restore the
GSK3p or JNK1 pathways when they are hyperacti-
vated but not under normal conditions. In fact, these
pathways were not affected by propranolol when
non-transgenic mice were analysed.

The reversion by propranolol of changes in markers
of synaptic pathology in Tg2576 mice should be also
considered. BDNF has been described to be highly
protective for different neuronal phenotypes and can
prevent neuronal cell death in different experimental
paradigms in vivo as well as in vitro (Barde, 1994;
Siegel and Chauhan, 2000). BDNF levels decline with
age and are lower in AD brains that in those without
dementia. BDNF delivery ameliorated age-related cog-
nitive impairment in aged primates and mice even
when the treatment was initiated after disease onset
(Nagahara et al., 2009). Not only that, but synaptophy-
sin seem to be a pre-synaptic vesicle protein partially
regulated by BDNF (Tartaglia et al., 2001; Valtorta
et al, 2004) and therefore reduced synaptophysin
expression may result from a reduced BDNF function.
However, hippocampal BDNF is secreted to the extra-
cellular matrix in a proBDNF form. ProBDNF is active
via p75 neurotrophin receptors and negatively affects
survival and synaptic plasticity. ProBDNF is mainly
cleaved to mature BDNF to activate TrkB receptors,
which eventually has positive effects on survival,



growth, synaptic plasticity and memory formation.
Therefore, the proBDNF:mBDNF ratio could be a
more accurate form to anticipate BDNF outcomes.
It is of note that it could have been expected that
p-receptor blockade would have led to decreased
BDNF levels (Flores et al., 2010). Therefore, the present
increase in the ratio suggests that propranolol could
modulate the cleavage of proBDNF to give rise to the
mature form. An alternative is to consider the effects
of propranolol on ADAM17 expression. Besides APP,
many other membrane-bound pro-ligands with trophic
or survival properties, such as epidermal growth
factor, neuregulin 18 or transforming growth factor-a,
could be the substrate of ADAM17 (Dang et al,
2011). Thus, the possibility is that increases of
ADAMI17 might be increasing levels of these neuro-
trophic factors. In this respect, it has been described
that cultured neurons from Tg2576 mice showed a
reduced viability after treatment with an inhibitor
of ADAMI17 (Gil-Bea et al., 2012). In addition, it is
noted that propranolol was able to increase pAkt,
synaptophysin and BDNF also in non-transgenic
mice. Even though the mechanism responsible for
increases by propranolol in these synaptic markers
cannot be unravelled from the present results, it is
possible to speculate about the usefulness of this com-
pound for the treatment of any pathology associated
with a decreased synaptic function.

Concluding remarks

Collectively, our evidence suggest that some of the
drugs, namely propranolol, currently prescribed for
the treatment of high blood pressure might also benefi-
cially modulate AD by mechanisms independent
of changes in blood pressure (Zhao et al, 2009).
Propranolol may have AD-modifying activity and
may protect against progressive Ap/r-related memory
deficits. Although further studies would help to fully
understand the mechanisms by which propranolol
exert its effects on AD-related pathology, the present
preclinical work should foster future clinical studies
on the use of propranolol for the treatment of AD.
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Propranolol in a model of sporadic EA

Resumen

La exposicion crénica a glucocorticoides puede llevar no solo a una situacion de
resistencia a la insulina o a déficits cognitivos, si no que ademas se considera un factor de
riesgo para patologias como la Enfermedad de Alzheimer (EA). El propranolol es un
antagonista B-adrenérgico cominmente utilizado en el tratamiento de la hipertensién y de
la ansiedad aguda. Se han evaluado en este trabajo los efectos de la administracion del B-
bloqueante propranolol (5 mg/kg) en un modelo de administracién crénica de
corticosterona (100 pg/ml, 4 semanas) en agua de bebida. La administracion de
corticosterona produce alteraciones cognitivas en el test de reconocimiento del nuevo
objeto que fueron revertidas por el propranolol. EIl aumento de los niveles de AB en el
hipocampo de los ratones tratados con corticosterona fue contrarrestado por el
tratamiento con propranolol, posiblemente mediante un aumento de la expresion de IDE.
El tratamiento crdnico con corticosterona induce respuestas caracteristicas de resistencia a
la insulina, como aumentos periféricos de los niveles de insulina, descensos de la activacion
de los receptores de insulina (pIR) y disminucién de las vias intracelulares asociadas (pAkt).
Estos efectos parecen estar relacionados con descensos de la expresidn de c-Jun N quinasa
terminal (JNK1). El propranolol fue capaz de contrarrestar todos estos efectos inducidos
por la corticosterona. Una de las principales quinasas responsables de la fosforilaciéon de
Tau, la glucdgeno sintasa 3B (GSK3B), que es inactivada mediante la fosforilacién de pAkt,
se encontrd que estaba disminuida tras el tratamiento con corticosterona y aumentada
tras el tratamiento con propranolol. Ademas, se encontraron aumentos en la expresion de
Tau fosforilada. En general, estos resultados refuerzan la idea de que el propranolol podria
considerarse un potencial agente terapéutico para las patologias asociadas a la interaccién
glucocorticoides/insulino-resistencia y el desarrollo de procesos celulares relevantes para

la EA.
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Abstract

Chronic exposure to glucocorticoids might result not only in insulin resistance or
cognitive deficits, but it is also considered as a risk factor for pathologies such as
Alzheimer’s disease. Propranolol is a B-adrenergic antagonist commonly used in the
treatment of hypertension or acute anxiety. It has been tested here the effects of the -
blocker propranolol (5 mg/kg) in a model of chronic corticosterone administration (100
pg/ml, 4 weeks) in drinking water. Corticosterone administration led to cognitive
impairment in the novel object recognition test that was reversed by propanolol. Increased
levels of AB in the hippocampus of corticosterone treated mice were counteracted by
propranolol treatment, purportedly through an increased IDE expression. Chronic
corticosterone treatment induced responses characteristic of insulin resistance, as
increased peripheral insulin levels, decreased activation of the insulin receptor (pIR) and
decreased associated intracellular pathways (pAkt). These effects might be related to a
decreased c-Jun N terminal kinase 1 (JNK1) expression. Again, propranolol was able to
counteract all corticosterone-induced effects. One of the main kinases involved in Tau
phosphorylation, glycogen synthase kinase 3B (GSK3B), which is inactivated by
phosphorylation by pAkt, was found to be decreased after corticosterone and increased
after propranolol treatment. Concomitant changes in pTau expression were found. Overall,
these data further strengthen the potential of propranolol as a therapeutic agent for
pathlogies associated to the interaction glucocorticoids-insulin resistance and the

development of relevant cellular processes for Alzheimer’s disease.

Keywords:

AB, Tau, JNK1, IDE, BACE1, Akt, GSK-38, hippocampus
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resistance in response to chronic corticosterone
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Abstract

Chronic exposure to glucocorticoids might result not only in insulin resistance or cognitive deficits, but it is also
considered as a risk factor for pathologies such as Alzheimer’s disease. Propranolol is a f-adrenergic antagonist
commonly used in the treatment of hypertension or acute anxiety. The effects of propranolol (5 mg/kg) have been
tested in a model of chronic corticosterone administration (100 xg/ml, 4 wk) in drinking water. Corticosterone
administration led to cognitive impairment in the novel object recognition test that was reversed by propranolol.
Increased levels of Af in the hippocampus of corticosterone-treated mice were counteracted by propranolol
treatment, purportedly through an increased IDE expression. Chronic corticosterone treatment induced
responses characteristic of insulin resistance, as increased peripheral insulin levels, decreased activation of the
insulin receptor (pIR) and decreased associated intracellular pathways (pAkt). These effects might be related to a
decreased c-Jun N terminal kinase 1 expression. Again, propranolol was able to counteract all corticosterone-
induced effects. One of the main kinases involved in tau phosphorylation, glycogen synthase kinase 35 (GSK3p),
which is inactivated by phosphorylation by pAkt, was found to be decreased after corticosterone and increased
after propranolol treatment. Concomitant changes in pTau expression were found. Overall, these data further
strengthen the potential of propranolol as a therapeutic agent for pathologies associated with the interaction
glucocorticoids-insulin resistance and the development of relevant cellular processes for Alzheimer’s disease.
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Introduction

Glucocorticoids are among the most widely prescribed
drugs used for human diseases, such as autoimmune
diseases or many acute or chronic inflammatory diseases.
Glucocorticoids are also the main effectors of stress
responses. Chronic elevation of glucocorticoid (cortisol
in humans, corticosterone in rodents) levels could lead
to serious deleterious effects. In particular, clinical
data have shown hypersecretion glucocorticoids in
Alzheimer’s disease (AD; Elgh et al., 2006; Popp et al,,
2009; Gil-Bea et al., 2010) and epidemiological studies
have identified a stressful life-style as a risk factor for
developing AD (Wilson et al., 2005; Ownby et al., 2006).
Csernansky et al. (2006) also showed that initially higher
serum glucocorticoids in the pre-dementia clinical stage of
AD predict a more rapid cognitive decline. On the other
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hand, epidemiological studies suggesting that anti-
inflammatory therapy with glucocorticoids may be useful
in the treatment of AD were refuted in a randomized
controlled trial with prednisone (Aisen et al., 2000).
Experimentally, elevation of circulating glucocorticoid
concentrations by systemic administration of corticoster-
one or glucocorticoid receptor agonists exerts an in-
hibitory influence on learning and memory retrieval
(Roozendaal et al., 2004b, c; Aisa et al., 2007; Coluccia
et al., 2008; Abercrombie et al., 2011). It has been sug-
gested that the effects of glucocorticoids on memory
depend on noradrenergic activation of the amygdala and
interactions of the amygdala with other brain regions,
mainly hippocampus and frontal cortex (review by
Roozendaal et al., 2006). In fact, administration of the
B-blocker propranolol was able to reverse cognitive defi-
cits associated with either chronic stress (Aisa et al., 2007)
or intra-hippocampal administration of a glucocorticoid
receptor agonist (Roozendaal et al., 2004a).

In addition to cognitive deficits, AD is characterized
by the progressive accumulation in the brain of senile
plaques composed of f-amyloid protein (Af) and the
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presence of neurofibrillary tangles composed of hyper-
phosphorilated tau. Increased corticosterone levels pro-
voke misprocessing of amyloid precursor peptide in the
rat hippocampus, resulting in increased levels of Af
(Ploj et al., 2003; Catania et al., 2009) and to potentiate
the deleterious effects of Af on neuronal survival
(Sotiropoulos et al., 2008a, b). Not only that, but in
experimental models of AD, stress or glucocorticoids
exacerbated AD-like neuropathology (Green et al., 2006;
Jeong et al., 2006; Kang et al., 2007; Carroll et al., 2011).
Interestingly, propranolol has been shown to decrease A8
levels in vitro (Wang et al., 2007).

The present work aims to study whether propranolol
could ameliorate memory impairments and amyloid
pathology in a model of chronic glucocorticoid treatment.
Propranolol is a f-adrenergic antagonist commonly
used in the treatment of hypertension or acute anxiety.
Epidemiological evidence supports the use of specific
cardiovascular agents, especially S-blockers, to protected
elderly hypertensive subjects from developing AD (Guo
etal.,, 1999). It is proposed here that propranolol, at lower
doses than those used as antihypertensive, could ameli-
orate not only memory impairments and amyloid patho-
logy but also tau hyperphosphorylation in a situation of
chronic corticosterone administration.

Method
Animals

Experiments were carried out in 32 male AKR/]J mice
(30-35 g, aged 6 months at the beginning of treatment).
AKR/] mice are relatively resistant to aortic lesion
formation on a semi-synthetic high-fat diet and are hy-
poresponsive to diets containing high levels of fat and
cholesterol. In terms of behavioural studies, AKR/] mice
are well known as these mice were selectively bred to
establish a senescence prone (SAMP) strain, having
inherited early onset and irreversible advancement of
senescence and a resistant (SAMR) strain (Flood and
Morley, 1998). The strain used for the present study is the
SAMRI strain, characterized by normal ageing (Takeda,
1999). This strain is frequently used as a control in studies
using SAMP8 mice of accelerated senescence and in the
field of AD (Morley et al., 2012). Animals were housed
(five per cage) in constant conditions of humidity and
temperature (22+1 °C) with a 12 h/12 h light-dark cycle
(lights on 07:00 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. All efforts were made to minimize
animal suffering and to reduce the number of animals.
Behavioural experiments were conducted between
09:00 and 13:00 hours. Animals were randomly assigned
to the different experimental groups (=8 per group).

Drug treatment and experimental design

For 4 wk, mice received drinking water with a solution
containing 100 ug/ml corticosterone (Sigma-Aldrich,
USA) in 1% ethanol. This approach was used as a non-
invasive way of altering plasma corticosterone levels
while retaining some integrity in the diurnal rhythm
present in normal animals. It has been shown that this
approach has advantages over methods involving con-
stant corticosterone pellets or corticosterone injections
(Karatsoreos et al., 2010). Propranolol (5 mg/kg; Dobarro
et al., 2012) was dissolved in saline and administered
(i.p.) once per day during the whole treatment with cor-
ticosterone. Based on the fact that the recommended
dose of propranolol for the treatment of hypertension
in humans is 160-320 mg/d and, using the formula
described by Reagan-Shaw et al. (2007) for converting
drug equivalent dosages across species [human equiva-
lent dose in mg/kg=animal dose in mg/kg x*km
mice (=3)/km human (=37)], it can be calculated
that the dose used in the present study is below the
recommended human equivalent dosage range. There-
fore, there were four experimental groups: control
saline; corticosterone; propranolol; corticosterone+
propranolol. There were no differences in the initial
weight or weight gain of animals among groups.

Behavioural tests

After the 4 wk of treatments, and over 3 consecutive
days, behavioural experiments were conducted between
09:00 and 13:00 hours. During behavioural testing, cor-
ticosterone was kept in the drinking water. To avoid
purported effects of an acute administration, propranolol
administration took place 20 h before any behavioural
test.

Locomotor activity

Horizontal locomotor activity was measured for 30 min
in an open field, which consisted of four square arenas
(65 x 65 x45 cm®) made of black wood, using a video
tracking system (Ethovision 3.0; Noldus Information
Technology BV, The Netherlands), in a softly illuminated
room. Total path length (cm) was analysed.

Cognitive testing: novel object recognition test (NORT)

The NORT was performed as previously described (Aisa
et al., 2007) and it was adapted from Ennaceur and
Delacour (1988). The open field consisted of a square
open field (65 x 65 x 45 cm®) made of black wood. During
the first trial of the experiment (sample trial), two objects
(prisms, conical tubes weighted with coloured sand or
small objects were constructed using Lego®™ blocks)
similar in shape, size, colour, texture, etc., equidistant
from the sides (10 cm) were placed within the chamber.
The animal was placed into the centre of the open field
and allowed to freely explore for 5 min. It was considered
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Table 1. Conditions used in Western blotting experiments

Protein molecular SDS-polyacrylamide primary antibody weight gel (dilution)

IDE 100 kDa 13% Anti-IDE (1:1000)*

pAkt 60 kDa 13% Anti-pAkt Serd73 (1:1000)°
Total Akt 60 kDa 13% Anti-Akt (1:1000)°

BACE 1 70 kDa 13% Anti BACE 1 (1:1000)?
pJNK 46 kDa 13% Anti-pSAPK/JNK Thr183/Tyr185 (1:2000)"
Total JNK 46 kDa 13% Anti-SAPK/JNK (1:2000)°
pTau (PHF1) 62 kDa 13% Anti-PHF1-Tau (1:3000)*
Total tau 50 kDa 13% Anti-tau T46 (1:2000)¢
pGSK3p 46 kDa 13% Anti-pGSK3p Ser9 (1:1000)°
Total GSK3f 46 kDa 13% Anti-GSK3p (1:500)°
Neprilysin 86 kDa 13% Anti-Neprilysin (1:1000)¢
PIR (Y1361) 90 kDa 7.5% Anti-pIR (Y1361) (1:500)*
Total IR 90 kDa 7.5% Anti-IR (Y1361) (1:500)®

IDE, Insulin degrading enzyme; pJNK, phosphorylated c-Jun N terminal kinase;
pGSK3p, phosphorylated glycogen synthase kinase 3(3; IR, insulin receptor.
Source of antibodies: 2Abcam, USA ; PCell Signaling Technology, USA ;

¢ Sigma-Aldrich, USA: ClMillipore Corporation, USA.

that the animal was exploring the object when the head of
the mouse was oriented toward the object with its nose
within 2 cm of the object. Mice were video recorded
(Pinaccle Studio 9.0; Pinnacle Systems, USA) and the total
time spent exploring was measured. One or 24 h later,
a second trial (test trials) took place, in which one object
was replaced by a different one and exploration was
scored for 5 min. In order to eliminate olfactory stimuli,
the chamber and objects were cleaned after testing
each animal. To avoid preference for one of the objects,
the order of the objects was a balance between testing
animals. Results were expressed as percentage of time
spent with the novel object with regard to the total ex-
ploration time (discrimination index).

Tissue and blood collection

To avoid interfering effects of acute treatments, fasting
mice were killed by decapitation between 08:00 and
10:00 hours, 20 h after cessation of corticosterone or
propranolol treatment. Brains were removed and dis-
sected on dry ice to obtain the hippocampus. Trunk blood
was placed in EDTA tubes, centrifuged at 12500 g
(15 min, 4 °C) and plasma was frozen until insulin levels
were determined.

Insulin measurements

Insulin was measured in 104l plasma samples using
the Sensitive Mouse Insulin Enzyme Immunoassay Kit
(EZRMI-13K; Millipore, USA).

Western blotting

Cytosolic extract preparations from the hippocampus of
mice were obtained by homogenization of hippocampal

tissue in a Tris buffer (pH7.2, 4°C) of the following
composition: Tris 50 mm HCI (Trizma®™ hydrochloride;
Sigma), 150 mm NaCl (Sigma), 1% Nonidet P-40 (Roche,
Switzerland), 150 mm EGTA (Sigma), 1:100 inhibitor
proteases and phosphatases cocktail (Complete™
Protease Inhibitor Cocktail; Roche). After a 13000 rpm
(10000 g) centrifugation (20 min), the pellet was dis-
carded and protein levels were measured by the Bradford
method in the supernatant (cytosolic fraction). Samples
were separated by electrophoresis on a sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel. Membranes were probed
overnight at 4 °C with the corresponding primary anti-
bodies (Table 1). Inmunopositive bands were visualized
using an enhanced chemiluminescence Western blotting
detection reagent (ECL; Amersham, UK). The optical
density (OD) of reactive bands visible on X-ray film was
determined densitometrically. f-actin was used as inter-
nal controls. Results were expressed as percentage of OD
values of control saline-treated mice.

AP levels

As previously described (Suzuki et al., 1994; Julien
et al., 2010), AfBy levels were determined with BCO05
antibody, specific for the C-terminal of Afy,, using a
commercially available high-sensitive ELISA kit (sensi-
tivity 0.024 pmol/l) following manufacturer instructions
(Wako Pure Chemical Industries, Japan).

Data analysis and statistics

Data were analysed by SPSS for Windows, release 15.0.
Normality was checked by Shapiro-Wilks's test (p > 0.05).
Behavioural and biochemical data were analysed by
two-way analysis of variance (ANOVA; corticoster-
one x propranolol), followed by Scheffe’s test.
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Fig. 1. Treatment with propranolol (Prop) reverses the cognitive
deficit in corticosterone (Cort) mice in the novel object
recognition test. Data shown as discrimination index (time
exploring new object/total time of exploration x 100). Two-way
analysis of variance (Cort x Prop), significant interaction,

*p <0.05 vs. control saline-treated.

Results

Effects of propranolol on corticosterone-treated mice:
cognitive studies

As shown in Fig. 1, recognition memory was significantly
impaired by a chronic treatment with corticosterone and
this cognitive impairment was completely reversed by
propranolol (F, 3, =4.287, p<0.05, Scheffe’s test, p <0.05).
Similarly, in the 24 h paradigm, a more demanding
test in terms of cognition, there was a significant corti-
costerone x propranolol treatment interaction (Fy3 =
4175, p<0.05) and cognitive impairment induced by
corticosterone administration was reversed by propra-
nolol treatment (Scheffe’s test, p <0.05).

The effects observed in NORT do not seem to be
associated with differences in locomotor activity, as total
distance travelled in the open field (Table 2) was not
affected by either corticosterone (F; 3 =2.028, p>0.05) or
propranolol treatment (F, 3, =0.814, p>0.05). In addition,
as shown in Table 2, there was no difference in the
discrimination index in the sample trial in the NORT
associated with corticosterone (F, 3, =0.852, p>0.05) or
propranolol treatment (F, 3, =0.876, p >0.05).

Propranolol decreases AP burden in corticosterone-
treated mice

Mice treated with corticosterone exhibited signifi-
cantly increased hippocampal levels of Af,,, and
propranolol treatment was able to reverse this
effect (two-way ANOVA, significant corticosterone x
propranolol interaction; F, 2;=4.536, p <0.05), as can be
seen in Fig. 2a.

The lowering effects of propranolol on Af burden
could be related to both a decrease in the production or to
an increase in the clearance of AS. No differences were
found among the different experimental groups in the
expression of BACE], the -secretase responsible for Af
cleavage from amyloid precursor protein (APP; two way

Table 2. Locomotor activity and object preference in the sample
phase of the novel object recognition test

Locomotor activity (cm)  Discrimination index

Saline 4917.29+306.14 52.92+7.02
Prop 5011.75+389.93 53.62+3.79
Cort 3941.38 +£407.59 47.44+7.21
Prop+Cort  4577.80+544.68 51.61+6.08

Prop, Propranolol; Cort, corticosterone.

Discrimination index: time exploring one of the objects/total
exploration time x 100. There were no significant differences
(two-way analysis of variance Cort x Prop) in any of the
measurements.

ANOVA; F,,;=0.255, p>0.05, Fig. 2b), suggesting that
production of Af is not affected by either corticosterone
or propranolol treatment. The expression of the two
major proteases responsible for Af clearance in the brain,
insulin degrading enzyme (IDE) and neprilysin, were
measured (Fig. 2c¢, d). It was found that corticosterone
administration lowered IDE expression (two way
ANOVA, main effect of corticosterone; F,4;=6.627,
p<0.05), while propranolol treatment was able to in-
crease IDE expression, independently of corticosterone
(main effect of treatment; F,;=5.865, p<0.05).
Neprilysin expression was not affected by either corti-
costerone or propranolol treatment.

Effects of propranolol on corticosterone treatment
on insulin and insulin-triggered are reversed by
propranolol treatment: implications in tau pathology

Peripheral insulin levels were increased after corticoster-
one administration and propranolol was able to reverse
this increase (two way ANOVA, significant interaction;
F131=4.931, p<0.05, Scheffe’s test, p<0.05, Fig. 3a)
Decreased activation of insulin receptor (pIR) was found
in corticosterone-treated mice and propranolol was again
able to reverse this effect (two way ANOVA, significant
interaction; F,3 =5.986, p<0.05, Scheffe’s test, p<0.01,
Fig. 3b).

One of the main intracellular pathways mediated
by insulin-receptor activation is the PI3K/Akt/GSK3p
pathway. There was a main effect of corticosterone and
propranolol treatment regarding activation of Akt (pAkt;
main effect of corticosterone; F, 2;=4.637, p<0.05; main
effect of propranolol; F,y=7.274, p<0.05; Fig. 3c).
GSK3p, which is inactivated by phosphorylation by pAkt,
was found to be decreased after corticosterone treatment.
Propranolol increased expression of the inactive form of
GSK3p (two way ANOVA, main effect of corticosterone;
F12:=>5.049, p<0.05; main effect of propranolol F, ;=
7.262, p<0.05; Fig. 3d). GSK3f is responsible for
phosphorylating Ser®*¢/Ser* of tau protein (PHF-1 anti-
body; Davies, 2000). A significant corticosterone x
propranolol treatment interaction was found (Fig. 3e)
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Fig. 2. Propranolol (Prop) decreases Af burden in corticosterone (Cort)-treated mice. (1) Increased levels of Af in the hippocampus of
Cort-treated mice were counteracted by Prop treatment; (b) expression of BACE1; (c) expression of insulin degrading enzyme (IDE);
(d) expression of neprilysin. (b-d), Representative Western blot bands from hippocampal tissues are shown. The histograms represent
the quantification of the immunochemically reactive bands in the Western blot. Data are expressed as mean percentage of the results
from control mice receiving saline (Sal). Statistical analysis using two-way analysis of variance (Cort x Prop), * p <0.05 vs. control
Sal-treated, T p <0.05, main effect of Cort, # p <0.05 main effect of Prop. OD, Optical density.

and the increased expression of pTau in corticosterone-
treated mice was reversed by propranolol (two-way
ANOVA, significant interaction; F;3=4.191, p<0.05,
Scheffe’s test, p <0.05).

As for the mechanisms responsible for insulin
resistance in corticosterone-treated mice, it has been
described that the stress-activated kinase c-Jun N ter-
minal kinase 1 (JNK1) phosphorylates the insulin recep-
tor substrate 1 at an inhibitory site that can block signal
transduction by the insulin receptor. As shown in Fig. 3f,
there was a significant increase in levels of phosphory-
lated JNK1 (pJNK1) in corticosterone-treated mice
(main effect of corticosterone; F, 5;=7.755, p <0.01), while
treatment with propranolol was able to decrease pJNK1
expression (main effect of propranolol; F;,;=5.438,
p<0.05).

Consistent with a post-transcriptional regulation of
these enzymes, total insulin receptor, Akt, GSK34, tau
and JNK1 levels, normalized using actin, remained un-
altered.

Discussion

Propranolol, a f-adrenergic antagonist that is commonly
used in the treatment of hypertension, cardiac arrhyth-
mia, angina pectoris or acute anxiety has been shown
experimentally to decrease Af levels in vitro (Wang et al.,
2007). Due to the purported involvement of glucocorti-
coids in AD, the present work aimed to test whether
propranolol could ameliorate memory impairments and
amyloid pathology in a model of chronic glucocorticoid
treatment. The experimental model chosen was taken
from that described by Karatsoreos et al. (2010). This is a
non-invasive method of administration of corticosterone
in drinking water that has been described to model many
of the physiological and behavioural effects observed in
hypercortisolaemia in humans.

Effects on cognition

Chronic elevation of circulating corticosterone con-

centrations by stress, systemic administration of
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Fig. 3. Propranolol (Prop) reverses the effects of corticosterone (Cort) on insulin related pathways. (a) Insulin levels; (b) activation
of insulin receptor (pIR); (c) pAkt expression; (d) phosphorylated glycogen synthase kinase 34 (pGSK3p ; inactive form); (d) pTau
(PHEF-1 antibody); (f) phosphorylated c-Jun N terminal kinase 1 (pJNK1). The histograms represent the quantification of the
immunochemically reactive bands in the Western blot. Data are expressed as mean percentage of the results from control mice
receiving saline (Sal). Statistical analysis using two-way analysis of variance (Cort x Prop), * p <0.05 vs. control Sal-treated, ' p <0.05,
T p<0.01 main effect of Cort, * p <0.05 main effect of Prop. OD, Optical density.

corticosterone or glucocorticoid receptor agonists
exerts an inhibitory influence on learning and memory
(Roozendaal et al, 2004b, c; Aisa et al, 2007;
Abercrombie et al., 2011). As the hippocampus is im-
portant for mediating glucocorticoid effects on memory
and receives a dense input of noradrenergic terminals
(Schroeter et al.,, 2000), glucocorticoids may interact
with hippocampal noradrenergic mechanisms in influ-
encing memory (Kim and Diamond, 2002; Maroun and

Richter-Levin, 2003). It has been shown that systemic

administration of propranolol blocks the impairing
effect of corticosterone on working memory (Fuster,
1991). Moreover, propranolol, infused into the hippo-
campus, prevents the impairing effect of concurrent intra-
hippocampal administration of a glucocorticoid receptor
agonist on memory retrieval (Roozendaal et al., 2004a).
Propranolol has also been shown to reverse cognitive
deficits associated with chronic stress (Aisa et al., 2007).
Our finding that propranolol administration alone did
not affect cognitive performance appears to support other



previous studies in literature (Roozendaal et al., 2004a),
although it seems in conflict with others reporting sys-
temic propranolol impaired memory retrieval on a water
maze spatial task (Murchison et al., 2004). In this regard,
it has been suggested that the retention-enhancing effects
of increased noradrenergic tone may be caused by influ-
ences on mechanisms other than memory retrieval, e.g.,
non-specific effects on arousal and attention (Aston-Jones
et al., 2000).

Propranolol decreases AP burden, probably through
an increased IDE expression

AD is characterized by the progressive accumulation in
the brain of senile plaques composed of Af. The principal
constituent of amyloid plaques observed in AD is Ap,
which is generated from APP. APP can be cleaved by
p-secretase (BACE1) and a-secretase to produce C99 and
C83. These C-terminal fragments can then be cleaved
by y-secretase to produce Af and p3, respectively.
According to the amyloid hypothesis (Hardy and Selkoe,
2002), accumulation of A in the brain is the primary in-
fluence leading to AD pathogenesis. It is proposed that
this accumulation results from an imbalance between
Ap production and Af clearance. In our hands, due to the
lack of effect of either corticosterone or propranolol
treatment on BACE1 expression, it seems that the in-
creased Ap levels in corticosterone-treated mice could be
derived from a decreased degradation. Two enzymes are
considered to be mainly responsible for Af degradation
in brain tissue, IDE and neprilysin (Farris et al., 2003;
Leissring et al., 2003). Our results suggest that the low-
ering effects of propranolol of A levels are associated
with an increased IDE expression. Early studies sup-
ported such a relationship and revealed reduced IDE
mRNA and protein immunolabelling in AD compared to
control brains (Akiyama et al., 2001; Russo et al., 2005;
Miners et al., 2006; Wang et al., 2010). It has also been
shown that knockout IDE mice present a lower degra-
dation of Af (Farris et al., 2003). In this same line, it could
be suggested that the mechanism by which propranolol
could decrease Af burden is through an increase in IDE
expression.

Corticosterone treatment leads to alterations in
the insulin receptor pathway that are reversed by
propranolol

It is becoming increasingly evident that alterations in
glucocorticoids can result in numerous metabolic chan-
ges. There are numerous connections between alterations
in glucocorticoids and incidence of the metabolic syn-
drome, which leads to greater risk of diabetes. Exposure
to elevated levels of glucocorticoids produces physio-
logical responses that are characteristic of type 2 diabetes,
such as peripheral insulin resistance, and corticosterone
administration has been shown to impair insulin signal-
ling in the rat hippocampus (Piroli et al., 2007).
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Glucocorticoid excess has been described to result in in-
sulin resistance by blunting insulin’s action to suppress
hepatic glucose production and stimulate peripheral
glucose utilization (Amatruda et al., 1985). Accordingly,
chronic exposure to glucocorticoids induces physiologi-
cal responses that are characteristic of insulin resistance,
shown presently as increased peripheral insulin levels,
decreased activation of the insulin receptor (pIR) and
decreased associated intracellular pathways (pAkt).
Among the different mechanisms that have been sug-
gested to be responsible for this insulin resistance
(Amatruda et al., 1985), our results point to a central role
of JNK1, a member of the MAPK family (Kyriakis, 1999).
JNK1 plays a key role in central stress signalling path-
ways implicated in neuronal plasticity and cell death
(Kogel et al.,, 2005; Maruyama et al., 2009). J]NK1 may
directly induce insulin resistance (Weston and Davis,
2007), as JNK1 phosphorylates the insulin receptor sub-
strate 1 at an inhibitory site that can block signal trans-
duction by the insulin receptor (Sabio et al., 2008). In
addition, Akt and tau have been shown to be important
substrates of JNK1 (Bogoyevitch and Kobe, 2006). On the
other hand, the increased IDE expression could resultin a
normalization of insulin levels in corticosterone-treated
mice after propranolol. Therefore, propranolol, either by
acting upon pJNK or by increasing IDE expression, could
result in an activation of insulin receptor associated
pathways.

The main intracellular pathway associated with insulin
receptor activation is the Akt-GSK3p-tau pathway.
Abnormal hyperphosphorylation of tau is a critical event
in the cascade leading to AD pathology. Glucocorticoids
are the physiological effectors of responses to stress.
Previous studies have reported the association between
the hyperphosphorylation of tau and stress and stress-
activated kinases (Sotiropoulos et al., 2011). Repeated
stress exposure elicited cumulative effects on pTau and
its sequestration in an insoluble, and potentially patho-
genic, form (Rissman et al, 2007). Solas et al. (2010)
showed that stressed aged rats showed significant in-
creases in both pTau levels and activation of GSK3p. It
has also been described recently that chronic mild stress
produces an increase in hippocampal phospho-tau levels
on a background of AD susceptibility (Cuadrado-Tejedor
et al., 2012). From our results it seems that, through
dysregulation of GSK3f, a dysfunction of the insulin re-
ceptor facilitates tau hyperphosphorylation (Schubert
et al., 2004), which forms neurofibrillary tangles in AD.
Supporting our data, Sotiropoulos et al. (2011) have re-
cently shown that chronic stress and glucocorticoids
induce abnormal hyperphosphorylation of tau. In ad-
dition to GSK3f, among kinases implicated in tau path-
ology, data on activation of JNKI1 seems of particular
interest. Activation of JNKI1 phosphorylates tau at
sites recognized by PHF-1 antibody (Bellucci et al., 2007).
Therefore, both GSK34 and JNK1 could be contributing to
the hyperphosphorylation of tau. The present results do
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not preclude changes in other kinases or changes
phosphorylation sites other than those recognized by the
PHF-1 antibody. Based on clinical studies reporting a
strong correlation between the extent of tau hyperphos-
phorylation and severity of impairments of memory
(Ewers et al., 2007; van der Vlies et al., 2009), it could be
speculated that the effects of propranolol on tau phos-
phorylation could contribute to the reversal of memory
deficits in corticosterone-treated mice.

Conclusions

As a final comment, it should be noted that propranolol
was used in the present study at a lower dose than com-
monly used for the treatment of hypertension. Therefore,
the results presented here seem to be independent from
the antihypertensive effect of propranolol. Based on the
present results, it could be concluded that propranolol
not only reversed cognitive deficits and increased Af
levels associated with chronic corticosterone adminis-
tration, it also reversed tau pathology, probably through
amodulation of JNK1 activity. It is becoming increasingly
evident that alterations in glucocorticoids can result in
numerous metabolic changes and there are connections
between alterations in glucocorticoids and incidence of
metabolic syndrome (Vogelzangs and Penninx, 2007;
Mubhtz et al., 2009), which leads to greater risk of diabetes.
Taking into account that both glucocorticoids and dia-
betes/insulin resistance are considered to be important
risk factors for developing AD, the present results en-
courage further studies of approaches to the treatment of
such pathologies based on propranolol.
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Discusion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo
que afecta a 37 millones de personas a nivel mundial (OMS, 2005). Debido al
envejecimiento de la poblacidn, se estima que su incidencia superard los 100 millones de
afectados en el afio 2050. En términos econdmicos, la EA se considera la tercera
enfermedad mas costosa detras de las enfermedades cardiovasculares y el cancer, con un
coste medio anual calculado por paciente de EA en Espaia de aproximadamente 19.000 €.
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. Se ha estimado (Ziegler-Graham y
col., 2008) que si fuera posible retrasar el desarrollo de la enfermedad un afio, la
prevalencia se reduciria en 12 millones menos de casos a nivel mundial en el afo 2050.
Todo esto, unido a la ausencia de un tratamiento curativo para la enfermedad, justifica la
necesidad de investigar sobre los procesos patolédgicos que se producen durante la misma,
intentando asi, con los conocimientos adquiridos determinar dianas terapéuticas que
puedan estimular el desarrollo de nuevos farmacos que constituyan un tratamiento

curativo de la EA.

Ademas de la edad, que es el principal factor de riesgo para desarrollar la EA, la
implicacion de distintos factores de riesgo ambientales en el desarrollo de la enfermedad
ha sido descrita, entre los que destacan los cardiovasculares. La hipertension arterial es el
factor de riesgo cardiovascular de mayor prevalencia, ya que el 45% de la poblacion
mundial presenta cifras de presion arterial iguales o superiores a 140 mmHg (Lawes y col.,
2006). Como se describe ampliamente en el punto 2 de la Introduccidn, estudios
epidemioldgicos sefialan la existencia de una relacion inversa entre la presidn arterial y la
funcién cognitiva (Starr y col., 1993; Seux y col.,, 1998; Hanon y col., 2005; Peila y col.,
2006), y cifras elevadas de presidn arterial en el individuo adulto y la aparicion de EA en las
edades mas avanzadas (Kivipelto y col., 2001). Ademas, desde un punto de vista
neuropatoldgico, existen datos que demuestran que la hipertension podria estar
involucrada en la acumulacién de depdsitos de AB y la formacién de ONFs (Lee y col., 2003;
Bomboi y col., 2010). Se ha postulado que la disminucién endotelial y microvascular propia

de esta situacion se asocia a un peor aclaramiento del péptido AB (Knopman, 2009).
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Apoyando la implicacidn de la hipertensidn, hay estudios que muestran una relacién entre
la administracion de tratamiento antihipertensivo y una menor probabilidad de presentar
deterioro cognitivo, incluyendo EA (Murray y col., 2002; Peila y col., 2006; Hanon y col.,
2006; Khachaturian y col., 2006). Sin embargo, este es un punto controvertido, ya que
también hay trabajos que no logran encontrar esta relacion (Guo y col., 1999; in’t Veld y

col., 2001; Hebert y col., 2004).

Esta falta de consenso puede estar relacionada con un efecto diferencial de los
distintos farmacos antihipertensivos sobre la patologia de la EA. Relacionado con esto,
cabe destacar el trabajo de Wang y col. (2007), en el que se estudiaron 55 farmacos
antihipertensivos con distintos mecanismos de accién. De entre todos ello, solo 7 fueron
capaces de disminuir in vitro la carga de B-amiloide, entre ellos el propranolol (Wang y col.,
2007). Por lo tanto, pudiera sugerirse que algunos farmacos antihipertensivos podrian ser

capaces de revertir la patologia amiloide.

El propranolol es antagonista B-adrenérgico no selectivo ampliamente utilizado
para tratar la presion arterial elevada, ansiedad y otras patologias cardiovasculares. La
hipétesis de trabajo fue que el propranolol es capaz de actuar sobre la patologia amiloide y
por ende, sobre la patologia cognitiva en la enfermedad de Alzheimer, y que ademas, sus

efectos son independientes del efecto antihipertensivo.

Siguiendo esta hipétesis, la dosis utilizada en este trabajo corresponde a una dosis
por debajo de las utilizadas habitualmente en el tratamiento de la hipertensidn arterial en
humanos (160 mg/dia-320 mg/dia). La dosis de propranolol utilizada (5 mg/kg) equivaldria
a una dosis de 24,3 mg/dia en una persona adulta de unos 60 kg, segun la siguiente

féormula (Reagan-Shaw y col., 2007):

Km animal

DHE (mg/kg) = Dosis animal (mg/kg) x
Km humano

Figura 1. Férmula de conversién de dosis animales a dosis equivalentes humanas. DHE: dosis equivalente
humana. Km de ratén=3; Km de humano=37 (Adaptado de Reagan-Shaw y col., 2007).
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Por otro lado, y debido a que hasta ahora no se ha conseguido un buen modelo
experimental que recopile todas las caracteristicas de la EA, en el presente trabajo se
emplearon 3 modelos experimentales distintos: un modelo de envejecimiento (modelo de
los ratones SAMPS8), un modelo genético (modelo transgénico Tg2576) y un modelo de
factor de riesgo ambiental (modelo de estrés por elevacion de los niveles de
glucocorticoides). La edad de los animales se decidid en funcion de la aparicién de los
primeros sintomas de la enfermedad segun ha sido descrito en la bibliografia para cada
uno de los modelos. Esta eleccién estd de acuerdo con una idea muy extendida en la
actualidad que afirma que tanto el diagndstico como el comienzo del tratamiento
farmacolégico de la EA tienen lugar demasiado tarde en los pacientes afectados (Haas y
col., 2012). Por lo tanto, en los distintos modelos experimentales se eligio la edad en que
comienza la patologia amiloide y cognitiva. A continuacidn se describen las caracteristicas

mas importantes de los distintos modelos experimentales empleados.

Modelo animal de envejecimiento: ratones de senescencia acelerada (SAMPS)

Los ratones SAMP8 son considerados en la actualidad un modelo animal robusto
para el estudio de patologias asociadas a la edad, incluyendo la EA (Pallas y col., 2008; Liu y
col.,, 2010; Sureda y col.,, 2006), ya que son capaces de mimetizar la naturaleza
multifactorial de la enfermedad mucho mejor que los modelos transgénicos (Pang y col.,
2006). Diversos trabajos han descrito que estos ratones SAMPS8 presentan déficit en el
aprendizaje y la memoria a partir de los 5 meses de edad, asi como depdsitos cerebrales de
AB (Tomobe y Nomura, 2009; Del Valle y col., 2010) que van aumentando con la edad en
numero y extension (Del Valle y col., 2010). De la misma manera se ha descrito la presencia
de Tau hiperfosforilada en el ratén SAMPS8 a los 5 meses de edad, y esta hiperfosforilacién
se ha relacionado directamente con la degeneracién neurofibrilar y la aceleracion del
envejecimiento caracteristico de estos ratones (Canudas y col., 2005; Sureda y col., 2006;
Garcia-Matas y col., 2008). Sin embargo no hay constancia de la aparicién de placas antes
de los 18 meses (Morley y col., 2000). Por estas razones, y tal como se ha explicado
anteriormente en la presente discusion, se han elegido la edad de 6 meses para el presente

trabajo, edad a partir de la cual empieza a depositarse el péptido AR y aparecen los
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primeros sintomas del deterioro cognitivo. Se ha llevado a cabo un estudio piloto adicional
para comprobar si el propranolol mantenia su capacidad de revertir también los déficits
cognitivos observados en ratones SAMP8 en edades mas avanzadas (9 meses), en las que

las alteraciones de memoria son significativamente mayores (Pallas y col., 2008).

Modelo animal transgénico de EA: ratones Tg2576

Tal y como se ha explicado en el punto 1.2 de la Introduccidn, se estima que entre
un 1y un 5% de los casos de EA es de origen hereditario, y en estos casos el factor genético
parece ser el principal responsable de la enfermedad. Hasta el momento se han
identificado 3 mutaciones que la causan: en el cromosoma 21, concretamente en el gen
que codifica la proteina precursora del B-amiloide (APP); en el cromosoma 14, en el gen
que codifica las presenilinas 1y 2 (PS1y PS2); y en el cromosoma 1, en el gen que codifica
la PS2. En los 3 casos, las mutaciones tienen como consecuencia un aumento en la

produccién del péptido AP.

El modelo transgénico Tg2576 constituye uno de los modelos animales mas
utilizados y contrastados actualmente para el estudio de EA. Este ratdn sobreexpresa la
isoforma de 695 aminoacidos del gen de la APP humana conteniendo la doble mutacion
sueca (K670M/N671L), y muestra signos de dafio en el hipocampo a los 9 meses de edad,
hecho que queda reflejado en el deterioro cognitivo que muestran en diferentes pruebas
de comportamiento (Chapman y col., 1999; Westerman y col., 2002). La aparicion de placas
seniles comienza igualmente entorno a los 9 meses de edad (lrizarry y col., 1997) vy
aumenta exponencialmente con la edad, de forma que a los 16 meses la carga de amiloide
alcanza una amplia parte del hipocampo. En base a todo esto, para el estudio de los
ratones Tg2576 se han elegido animales de 9 meses, edad en la cual muestran alteraciones
de memoria tanto en el NORT (Mouri y col., 2007; Taglialatela y col., 2009) como en el test
de miedo condicionado (Jacobsen y col., 2006; Perez-Cruz y col., 2011), asi como aumentos

significativos del péptido AB.
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Modelo animal de estrés: administracion cronica de corticosterona

Existe una fuerte evidencia, proveniente tanto de estudios realizados en animales
de experimentacidn como en estudios clinicos, de que la exposicion al estrés créonico puede
tener un papel importante en la etiologia de diversas patologias neurodegenerativas
(Kessler, 1997; Heim y Nemeroff, 1999; McEwen, 2002; Miller y O’Callaghan, 2005). En
concreto, el estrés se considera como un factor de riesgo para el desarrollo y progresion de
la EA (ver punto 1.1 de la presente Introduccién), ya que se ha visto que es capaz de
acelerar la aparicién de placas de AB y el deterioro cognitivo en modelos animales de EA
(Green y col., 2006; Jeong y col., 2006; Solas y col.,, 2010). Estudios recientes sugieren
ademas que un estrés cronico conduce a la hiperfosforilacion de Tau (Solas y col., 2010;
Briones y col., 2012). Las respuestas al estrés en el organismo se caracterizan por una
elevacién de los glucocorticoides (corticosterona en modelos murinos) circulantes, y esta

elevacién es la considerada causante y origen de los efectos deletéreos del estrés.

El modelo de administracién crénica de corticosterona elegido es el descrito por
Karatsoreos y col. (2010). Segin este modelo, se administré diariamente y durante 4
semanas en el agua de bebida una solucién con 100 pg/ml de corticosterona. Segun lo
descrito (Karatsoreos y col.,, 2010) este procedimiento consigue alterar los niveles
plasmaticos de corticosterona de una manera no invasiva conservando la integridad del
ritmo presente en los animales normales, al contrario que otras formas de administracion

de corticosterona (inyecciones o pellets).

En conjunto, a la vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo utilizando
estos 3 modelos experimentales que se acaban de describir, se podria concluir que el
propranolol ejerce un efecto protector frente a las alteraciones cognitivas presentes en los
diferentes modelos, revirtiendo ademas los principales marcadores neuropatoldgicos de la
EA (patologia B-amiloide e hiperfosforilacion de Tau). EIl mecanismo propuesto, aunque no
ha podido ser del todo esclarecido, parece implicar una modulacién tanto de la actividad

de JNK1, como del enzima IDE.
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Los principales resultados obtenidos pasan a ser discutidos con detalle a

continuacion.

1. Efectos del propranolol sobre los procesos cognitivos

De acuerdo con trabajos previamente publicados, se han encontrado en los 3
modelos utilizados alteraciones cognitivas en la prueba de reconocimiento del nuevo
objeto, y estos déficits observados fueron revertidos tras el tratamiento crdénico con
propranolol. En el caso de los ratones SAMPS8, esta reversiéon tuvo lugar tanto en los
animales de 6 meses como en los de 9 meses de edad, donde la patologia esta
completamente instaurada. Los mismos resultados se observaron en el test del miedo
condicionado al que fueron sometidos los ratones Tg2576, donde la mejora cognitiva
quedod reflejada por un aumento significativo del tiempo de inmovilidad en los animales
tratados con respecto a los salinos. En los animales sometidos a estrés, el propranolol fue
capaz de revertir los déficits inducidos por la corticosterona en la prueba del NORT

utilizando el protocolo de 24 horas.

2. Efectos del propranolol sobre la patologia amiloide

La EA se caracteriza por la acumulacién progresiva en el cerebro de placas seniles,
compuestas principalmente por AB. De acuerdo con la hipdtesis de la cascada del amiloide,
esta acumulacién de AB es la causa principal que conduce a la patogénesis de la EA, y se
postula que se debe a un desequilibrio entre la produccién y el aclaramiento de AB. El AB
se genera a partir de la proteina APP, que puede ser cortada por distintas secretasas BACE1
y a-secretasa, para producir C99 y C83. Estos fragmentos pueden ser cortados a su vez por
la y-secretasa para producir AB y P3 respectivamente. En ratones transgénicos para APP, la
sobreexpresion de BACE1 aumenta la formacién de AB (Fukomoto y col., 2002), mientras
gue en los ratones knockout para BACE1 la produccion de AB es practicamente nula (Luoy
col., 2001; Bodendorf y col., 2002). Estos datos indican que la expresion de BACE1 juega un

papel fundamental en la biosintesis del péptido AB.
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Por otro lado, IDE es la principal proteasa involucrada en la degradacion de AR
(Kurochkin et al., 1994; McDermott et al., 1997; Qiu et al., 1998; Vekrellis et al., 2000). Se
ha sugerido que existe una disminucidn de la actividad de esta proteasa asociada a la edad,
lo que podria contribuir a la acumulacion de B-amiloide, particularmente en pacientes con
EA tardia. Ademas, ratones knockout de IDE muestran una menor degradacién de AB

(Farris y col., 2003).
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Figura 2. Efectos del propranolol sobre la patologia amiloide. En los tres modelos el propranolol
aumenta la expresién de IDE, lo que podria estar contribuyendo a un mayor aclaramiento de AB en el
hipocampo. Ademas, en los ratones SAMP8 el propranolol también es capaz de contrarrestar el aumento de los
niveles de BACE1 encontrados en estos animales. BACE1: B-secretasa; AB: péptido B-amiloide; APP: proteina

precursora del B-amiloide; IDE: enzima degradadora de insulina.

En los 3 modelos animales utilizados se encontraron niveles elevados de AB4, con
respecto a los controles, que fueron reducidos significativamente como consecuencia del
tratamiento con propranolol. Se estudio si esta reduccion de la carga amiloide puede tener
lugar por una disminucién de la produccidn de AB 6 por un incremento de su aclaramiento.
Aunque no se puede excluir completamente un aumento en el procesamiento
amiloidogénico, el hecho de que tanto los ratones Tg2576 como los estresados no
muestren cambios en los niveles de BACEL, junto con que no se encontraron cambios en la
expresion del APP, parece indicar que el propranolol no altera la produccion de B-amiloide.
No ocurre lo mismo en los ratones SAMP8, donde si se observan cambios en la expresion

de esta secretasa que el propranolol fue capaz de contrarrestar. Por otro lado, para
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comprobar el aclaramiento de AB, se midieron los niveles de IDE y los resultados obtenidos
fueron muy semejantes en todos los casos: el propranolol fue capaz de aumentar la
expresion de IDE, lo que podria estar contribuyendo a un mayor aclaramiento de AR en el

hipocampo.

3. Efectos del propranolol sobre la patologia de Tau

Junto con la acumulacién de AB, la hiperfosforilacion anormal de Tau es un evento
crucial en la cascada que conduce a la patologia de la EA (Grundke-lgbal y col., 1986;
Schneider y col., 1999; Kimura y col., 2007). Aunque tal y como se ha explicado en el punto
4 de la Introduccién, ninguno de los modelos utilizados en el presente trabajo muestra una
patologia real de Tau en términos de ONFs, la existencia de Tau hiperfosforilada en
diversos epitopos ha sido ampliamente descrita en ratones SAMP8 (Canudas y col., 2005;
Orejanay col., 2011), ratones Tg2576 (Tomidokoro y col., 2001; Sasaki y col., 2002; Ferrer y
col., 2005; Cuadrado-Tejedor y col., 2011) y en animales sometidos a estrés (Korneyev,
1998; El-faramawy y col., 2009), asi como una mayor actividad de varias quinasas de Tau.
De hecho, los aumentos en los niveles de B-amiloide pueden activar la via de las quinasas
de Tau mediante la fosforilacion de GSK3B en Tyr216 y como consecuencia se fosforila Tau
en determinados sitios que promueven su depdsito y acumulacién (Tomidokoro y col.,
2001; Otth y col., 2002). Estudios clinicos muestran una fuerte correlacién entre la
hiperfosforilacion de Tau y la gravedad de los trastornos de la memoria (Ewers y col., 2007;

van der Vlies y col., 2009).

En cuanto a las quinasas implicadas en la fosforilacion de Tau, la activacidon de JNK1
parece ser de particular interés. JNK1 es un miembro de la familia de las MAPK que juega
un papel fundamental en la plasticidad neuronal, muerte celular y regulacion de la
senescencia celular (Kégel y col., 2005, Maruyama y col., 2009). La activacién de JNK1
fosforila Tau en sitios reconocidos por el anticuerpo PHF-1 (Ser396/Ser404) (Bellucci y col.,
2007), pero ademas se ha descrito que esta enzima también fosforila al sustrato 1 del
receptor de la insulina (IRS1) en un sitio inhibitorio, de manera que es capaz de bloquear la

cascada de sefalizacion iniciada a través de dicho receptor (Sabio y col., 2008), alterando
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como consiguiente la via de Akt-GSK-Tau. Esta ruta Akt-GSK es indispensable para inducir la
LTP, un proceso basico para el aprendizaje y la memoria (Van der Heide et al., 2006). En
concordancia, en nuestros ratones tratados hemos encontrado que el tratamiento con
propranolol lleva a una disminucién de los niveles de JNK1, acompafiados tanto por
aumentos en pAkt y pGSK-3B (forma inactiva), como por descensos de la expresion de
pTau. Aun mas, también se ha descrito que JNK1 media una regulacién al alza de BACE1
(Tamango y col., 2005; 2009). Por lo tanto, la modulacion de JNK1 por parte del
propranolol en los ratones SAMPS8, podria explicar los efectos encontrados tanto sobre la
patologia amiloide como sobre la neurofibrilar. Sin embargo, los mecanismos mediante los

cuales el propranolol podria afectar a JNK1 no han sido esclarecidos.
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Figura 3. Efectos del propranolol sobre la patologia de Tau. El propranolol es capaz de restablecer las
alteraciones de la via Akt-GSK-Tau observadas en los tres modelos animales posiblemente mediante la
modulacion de JNK1. Como consecuencia, se observa en todos los casos una disminucién de los niveles de pTau.
IR: receptor de insulina; IRS: sustrato del receptor de insulina; JNK1: quinasa N-terminal de la c-Jun; GSK3p:

quinasa glicogeno sintasa 3.

Otra consecuencia de la modulacién de la actividad de JNK1 estd relacionada con la
insulina y su receptor. Este punto se ha estudiado y desarrollo particularmente en el
modelo experimental de administracion crénica de corticosterona. Una exposicidon a

niveles elevados de glucocorticoides produce respuestas caracteristicas de la diabetes
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mellitus de tipo 2 como pueden ser la resistencia a la insulina. Asi, se ha encontrado en
ratones a los que se les ha administrado corticosterona parece existir una situacion de
resistencia a insulina, reflejada en un aumento de los niveles de insulina periférica, un
descenso en la activacion de los receptores de insulina (pIR) y la alteracion por

consiguiente via de sefializacion

Debido a la importante relacién que existe entre la insulina y la via de fosforilacion
de Tau a través de la ruta IR-Akt-GSK, la sefalizacién de la insulina en el SNC se ha
convertido en el centro de atencidon del estudio de la patofisiologia de la EA. Datos
experimentales han demostrado la importancia de la insulina en el control de la
fosforilacién de Tau, y en la proteccidn frente a la acumulacién de AB (Zhao y Townsend,
2008). Segun diversos estudios epidemioldgicos existe una asociacion entre la resistencia a
la insulina con la consiguiente hiperinsulinemia y el deterioro cognitivo en ancianos (Stolk y
col., 1997a y 1997b), y un mayor riesgo de desarrollar EA (Arvanitakis y col., 2004; Haan,
2006).

Entre los diferentes mecanismos que han sido sugeridos como posibles
responsables de esta insulinoresistencia (Amatruda y col., 1985), nuestros resultados
apuntan una vez mas a JNK1, ya que esta enzima es capaz de fosforilar IRS1, inhibiendo de
esta forma la sefializacion mediada por el receptor de insulina. Por otro lado, el aumento
de la expresion de IDE podria conducir a la normalizacién de los niveles de insulina
observada en los ratones tratados con propranolol. Por lo tanto el propranolol, bien
actuando sobre pJNK o bien aumentando la expresidn de IDE, podria estar modulando la

activacion de los receptores de insulina y sus vias asociadas.

4. Efectos del propranolol sobre la patologia sinaptica

A pesar de que no estan claros los mecanismos patolégicos que conducen al dafo
sindptico en la EA, ademas de la relacién existente entre la aparicién de ONFs y el dafio
neuronal (ver punto 1.2. de la Introduccidn), el AR parece jugar un papel clave. La
acumulacién del péptido AB intraneuronal parece ser uno de los principales responsables

de la disfuncion sindptica que se produce en la EA, y que se correlaciona con el déficit en
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los fendmenos de aprendizaje y memoria que se observan en diferentes modelos animales

de la EA.

Se ha descrito que el BDNF parece ser fundamental para la supervivencia continua
y el mantenimiento del fenotipo de neurona madura, y se ha visto que es capaz de
prevenir la muerte neuronal en experimentos in vitro e in vivo (Barde, 1994; Siegel y
Chauhan, 2000). Los niveles de BDNF disminuyen con la edad y son menores en cerebros
de pacientes con EA que en aquellos que no presentan demencia. En varios modelos de
ratones, ratas y primates la terapia con BDNF fue capaz de revertir tanto los dafios

sindpticos como los déficits en la memoria y el aprendizaje (Nagahara y col., 2009).

El BDNF del hipocampo es secretado a la matriz extracelular en forma de proBDNF
que actuando a nivel de receptores p75NTR afecta negativamente a la supervivencia
celular y la plasticidad sindptica. Sin embargo, este proBDNF es procesado para dar lugar
principalmente BDNF maduro cuya sefializacién estd mediada por su alta afinidad a
receptores TrkB, y que finalmente actuara positivamente sobre la supervivencia y
crecimiento celular y sobre la plasticidad sindptica y la memoria. Por lo tanto, el cociente
proBDNF/mBDNF podria constituir una herramienta bastante precisa para determinar

anticipadamente cudles van a ser los efectos esperados del BDNF.

El otro marcador escogido fue la sinaptofisina. Esta proteina sinaptica es
fundamental para los procesos de memoria, aprendizaje y LTP, y se encuentra disminuida
en cerebros de EA (Wakabayashi y col., 1994; Love y col., 2006). Varios autores sugieren
gue la sinaptofisina parece estar regulada parcialmente por el BDNF (Tartaglia y col., 2001;
Valtorta y col., 2004), por lo que una cambios de la expresidn de la sinaptofisina podria

estar relacionados con cambios de la funcién del BDNF.

De acuerdo con otros estudios publicados, en los ratones SAMP8 se detectaron
descensos en los niveles de sinaptofisina (Cheng y col., 2011) y BDNF (Tajes y col., 2010; Li
y col., 2009) que podrian estar contribuyendo al déficit cognitivo. El tratamiento con
propranolol fue capaz de revertir estos descensos. No ocurrié lo mismo en los ratones
Tg2576, donde no se observaron diferencias significativas para estos marcadores sindpticos.

Sin embargo, el propranolol produce un incremento tanto del BDNF como de la
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sinaptofisina independientemente del genotipo, de manera que la mejora cognitiva
observada en estos animales durante las pruebas conductuales podria verse favorecida, en

parte, por estos aumentos.

Por ultimo sefialar que aunque atendiendo a la bibliografia existente, en un
principio se podria esperar que el bloqueo de los B-receptores puede llevar a una
disminucién de los niveles de BDNF (Flores y col., 2010), nuestros resultados muestran en
ambos casos un aumento significativo del ratio proBDNF/mBDNF correspondiente a los
animales tratados, lo que sugiere que el propranolol podria modular el procesamiento de

proBDNF a mBDNF.

5. Conclusion general

A la vista de todos estos resultados, se puede sugerir que el propranolol es capaz
no solo de revertir los déficits cognitivos y el aumento de los niveles de AB asociados a la
administracién de corticosterona, al envejecimiento o a una sobreexpresidon de APP, sino
gue también es capaz de revertir la patologia de Tau en los 3 modelos. Es importante
recordar que la dosis utilizada en todos los casos es inferior a la que se utiliza para el
tratamiento de la hipertension, por lo que todos estos efectos son independientes de la

actividad antihipertensiva del propranolol.

Aungue no se ha podido esclarecer totalmente su posible mecanismo de accion,
los datos obtenidos parecen sefialar a una modulacién de JNK que podria repercutir en la
fosforilacion de Tau mediante diferentes vias de sefalizacién, asi como a un aumento de

IDE que favoreceria el aclaramiento del péptido B-amiloide.

En conclusién, el propranolol parece estar ejerciendo un papel protector frente a la
neuropatologia de la enfermedad, lo que lo convierte en un potencial candidato para el

tratamiento de la EA.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten deducir las siguientes

conclusiones:

1. Se han encontrado alteraciones cognitivas en la prueba de reconocimiento del nuevo
objeto en los tres modelos experimentales de EA utilizados. En los ratones transgénicos
Tg2576 los trastornos de memoria se observaron también en la prueba del miedo
condicionado. En todos los casos, el tratamiento crénico con propranolol (5 mg/kg, i.p.) fue

capaz de contrarrestar estos déficits cognitivos.

2. El tratamiento farmacoldgico con propranolol fue capaz de disminuir el incremento de
los niveles de AP observados en todos los modelos animales en el hipocampo, efecto
asociado posiblemente a un aumento de su aclaramiento debido al aumento de la
expresion de la enzima degradadora de insulina (IDE). En los ratones SAMP8 se observé
ademads un aumento de la expresidn de la enzima BACE1, lo que sugiere un aumento en el

procesamiento amiloidogénico, que fue revertido por el propranolol.

3. En todos los modelos experimentales se observé aumento de la proteina Tau fosforilada
en el hipocampo. Descensos de la expresion de pAkt y pGSK-3B (forma inactiva) fueron
encontrados también, lo que pudiera contribuir al aumento en la fosforilaciéon de Tau. El

tratamiento con propranolol revierte todos estos efectos.

4. La expresion de pJNK1 esta aumentada en los tres modelos experimentales utilizados, lo
que pudiera asociarse al aumento en la fosforilacién de Tau. Propranolol de nuevo fue
capaz de revertir las alteraciones en los niveles de pJNK1. Ademas, dado que pJNK1 podria
estar regulando al alza los niveles de BACE1, la modulacidn de pJNK1 por parte del
propranolol en el modelo de envejecimiento SAMP8 podria explicar los efectos

encontrados tanto sobre la patologia amiloide como la sobre la patologia Tau.

211



Conclusiones

5. La administracidn crénica de corticosterona indujo en los ratones cambios indicativos de
una situacion de resistencia a insulina, como son un aumento en los niveles de insulina
periférica y una disminucidn en la expresidon del receptor de insulina y de las vias
intracelulares asociadas (disminucién de pAkt) en el hipocampo. El propranolol fue capaz
de revertir esta situacidn de resistencia a insulina, bien por sus efectos sobre pJNK1 o bien

por el aumento en la expresion de IDE.

6. Tanto en el modelo de envejecimiento (ratones SAMP8) como en el modelo transgénico
Tg2576 se observaron descensos en los niveles de sinaptofisina y del cociente
proBDNF/BDNF, lo que sugiere que en estos modelos hay alteraciones en la plasticidad

sindptica. Propranolol fue capaz de revertir todos estos efectos.

7. La dosis de propranolol utilizada en todos los casos es inferior a la que se utiliza para el
tratamiento de la hipertensién, por lo que los efectos obtenidos parecen ser

independientes de la actividad antihipertensiva de este farmaco.

8. En resumen, el tratamiento crénico con propranolol fue capaz de revertir los efectos
sobre la patologia amiloide, Tau y sinaptica producidos por el envejecimiento, la
sobreexpresion de APP mutada 6 la elevacion de los glucocorticoides. Todos estos efectos
podria contribuir a la mejora cognitiva por el tratamiento con propranolol encontrada en
los tres modelos experimentales. El presente trabajo apoya la idea de que el propranolol

podria constituir un potencial candidato para el tratamiento de la EA.
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