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ApoE: apolipoproteina E

APP: proteina precursora del 3-amiloide

Arc: proteina asociada a citosqueleto regulada por actividad

AB: péptido B-amiloide

BACE1: 3-secretasa

BDNF: factor neurotréfico derivado de cerebro

C83: fragmento carboxilo terminal de la proteina APP de 83 aminoacidos
C99: fragmento carboxilo terminal de la proteina APP de 99 aminoacidos
Cdk5: cinasa dependiente de ciclina 5

CEAFA: confederacion espafiola de asociaciones de Familiares afectados por la EA y
otras demencias

CMS: estrés cronico suave

CS: estimulacion cognitiva

DM: Diabetes Mellitus

EA: enfermedad de Alzheimer

EE: Enriquecimiento ambiental

FAD: enfermedad de Alzheimer de origen familiar

GR: receptor de glucocorticoides

GSK3: cinasa glicdgeno sintasa 33

HPA: eje hipotalamo-pituitario-adrenal

HSP: proteinas de choque térmico

IDE: enzima degradante de la insulina

IMC: indice de masa corporal

JNK: cinasa N-terminal de la c-Jun

LTD: depresion sinaptica a largo plazo



LTP: potenciacién sinaptica a largo plazo

MAP: proteina asociada a microtubulos

MARK: cinasa reguladora de la afinidad de microtubulos
MCI: deterioro cognitivo leve

MMP-7: Metaloproteasa de matriz 7

MWAM: test del laberinto acuatico de Morris

NGF: factor de crecimiento neural

NMDA: receptor N-metil-D-aspartato

NORT: test de reconocimiento de nuevo objeto

NT-3/4: neurotrofina-3/4

ONF: ovillo neurofibrilar

P75NTR: receptor de neurotrofina p75

PAI-1: inhibidor del activador del plasminogeno-1

PHF: filamentos helicoidales pareados

PI3K: fosfoinositol 3 cinasa

PI3P: fosfatidil-inositol-3-fosfato

PKA: cinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico tipo A
PKC: cinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico tipo C
PS: presenilina

PSD95: proteina 95 de la densidad postsinaptica

pTau: Tau fosforilada

PVN: nucleo paraventricular

RNAm: RNA mensajero

tPA: activador tisular del plasmindgeno

Trk-A/BIC: receptor cinasa de tropomiosina tipo A/B/C
SNC: sistema nervioso central

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular



Abreviations in English

AD: Alzheimer’s disease

ApoE: apolipoprotein E

APP: amyloid precursor protein

Arc: activity-regulated cytoskeleton-associated protein
AB: amyloid 3 peptide

BACE1: 3-secretase

BDNF: brain derived neurotrofic factor

C83: APP carboxy-terminal fragment of 83 aminoacids
C99: APP carboxy-terminal fragment of 99 aminoacids
CMS: chronic mild stress

CNS: central nervous system

CS: cognitive stimulation

DG: dentate gyrus

EE: environmental enrichment

FAD: familial Alzheimer disease

HPA: hypothalamic—pituitary—adrenal

JNK: c-Jun NH2-terminal kinase

LTD: long term depression

LTP: long term potentiation

MCI: mild cognitive impairment

mRNA: messenger ribonucleic acid

MWM: Morris water maze

NGF: nerve growth factor

NORT: novel object recognition test

NFT: neurofibrillary tangle

0.D.: optical density

PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1

PI3K: phosphoinositide 3-kinase



PSD95: postsynaptic density protein 95
Syn: synaptophysin

tPA.: tissue plasminogen activator

WT: wild type
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Introduccion

1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), causa mas frecuente de demencia, es una
patologia degenerativa cerebral irreversible producida por la pérdida gradual de neuronas,
principalmente en el hipocampo y la corteza cerebral. Su etiologia no es conocida con
exactitud, a pesar de los intensos esfuerzos de la comunidad cientifica en este campo. La
enfermedad puede tener una duracion variable, pero generalmente se padece como media a
lo largo de unos 10 afios aproximadamente. La duracion de la enfermedad y la poca eficacia
mostrada por los tratamientos disponibles hasta el momento hace necesario el avance en las
investigaciones en la EA. Por lo tanto, su mayor conocimiento se torna en necesidad social,
mas aun en la medida en que el nimero de ancianos en la sociedad aumenta, ya que la edad

es el factor de riesgo mas importante para padecer la enfermedad.

Clinicamente, la EA se caracteriza por un deterioro en las funciones cognitivas del
paciente relacionado con el deterioro neuronal progresivo e irreversible. En las fases iniciales
el paciente presenta trastornos en la memoria de hechos recientes y una incapacidad para
realizar tareas cotidianas. Estas incapacidades avanzan progresivamente hacia el total
deterioro de las funciones mentales, alteraciones de la personalidad, problemas de conducta e
incapacidad para valerse por si mismo. En fases avanzadas, los pacientes estan
desorientados y desconocen incluso a sus familiares mas proximos. En las Ultimas etapas de
la enfermedad, el enfermo no es capaz de valerse por si mismo y depende totalmente de sus
familiares y/o cuidadores, que deben enfrentarse diariamente a problemas como la
desorientacién, agitacién, agresividad, depresién y otros sintomas como la pérdida de

conciencia o dificultades en el lenguaje tanto hablado como escrito.

El nombre de esta patologia tiene su origen en el Dr.
Alois Alzheimer (1864-1915) (Figura 1), médico aleman que en
1906 atendi en su hospital de Frankfurt a una paciente de 51

afos llamada Auguste D. que padecia una nueva enfermedad,

caracterizada por gran parte de los sintomas enunciados
anteriormente. Los  sintomas fueron empeorando  Fig. 1. Izda.: Alois Alzheimer

o o (1864-1915). Dcha: Auguste D.
gradualmente, hasta tener alucinaciones y pérdida de  (1850-1906).

numerosas funciones mentales. En el examen neuropatolégico post-mortem del cerebro de
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esta mujer se detectaron en la corteza cerebral numerosas placas seniles (estructuras que
previamente ya se habian observado en los cerebros de los ancianos, aunque en menor
proporcion) y ovillos neurofibrilares (ONFs), que fueron descritos por primera vez en la historia.
Ademas, se observd una disminucién del volumen cerebral total, pero de manera especial en
la region cortical. Este 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 edicién de su "Manual de psiquiatria”.

Actualmente, la estimacién del coste global de la demencia aumenta criticamente
cada afio de manera que en 2007 se registré un gasto de 315 billones de délares, en 2009
aumentd a 422 billones de dolares y en 2011 fue de 604 billones de dolares americanos
(Wimo y col. 2013). A pesar de la dificultad que entrafia realizar previsiones fiables, se estima
que el coste total de la demencia aumentara un 85% hasta 2030 (Wimo y col. 2013). El factor
que determina en mayor medida los costes del gasto sanitario son los cuidados que precisa un
paciente anciano discapacitado, que afectan no solo al propio paciente sino a los familiares
que cuidan del enfermo. Este gasto crece de forma exponencial a medida que la enfermedad
progresa, por lo que cualquier terapia que consiguiese entorpecer la progresion de la
enfermedad podria repercutir significativamente en los costes de la misma. Todo esto, unido a
la ausencia de un tratamiento curativo eficaz para la enfermedad, justifica la necesidad de
investigar sobre los procesos patolégicos que se producen durante la misma, intentando asi,
con los conocimientos adquiridos, mejorar el diagndstico precoz diferencial y determinar
dianas terapéuticas que puedan fomentar el desarrollo de nuevos farmacos que constituyan

un tratamiento curativo de la EA.

1.1.Epidemiologia

La edad es el factor de riesgo mas importante para sufrir EA (Jorm y Easteal 2000).
De hecho, la EA es la principal causa de demencia en la poblacion anciana siendo
responsable del 60-80% de los casos (Grundman y col. 2013). Debido al progresivo
envejecimiento de la poblacion, la EA se ha convertido, a dia de hoy, en uno de los grandes

problemas sanitarios de la sociedad actual. Es ampliamente aceptado que existe un aumento
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exponencial de las cifras de incidencia y prevalencia de la EA segun la edad del paciente. De
esta manera, su frecuencia se duplica cada 5-6 afios a partir de los 65 afios (Prince y col.
2013), de forma que se estima que el 13% de las personas mayores de 65 afios y casi la
mitad de los mayores de 85 afios padece EA. Segun las ultimas estimaciones, un 0,5% de la
poblacion mundial (aproximadamente 35,6 millones) y mas de 8 millones de europeos sufren
la EA (Prince y col. 2013). Segun el censo actualizado de 2010, se estima que 4,7 millones de
personas mayores de 65 afios padecian la EA, de los cuales 0,7 millones tenian entre 65y 74
afios, 2,3 millones entre 75y 84 y 1,8 millones eran mayores de 85 afios (Hebert y col. 2013).
Segun datos ofrecidos por la CEAFA (Confederacién Espafiola de asociaciones de Familiares
afectados por la EA y otras demencias) en el dia mundial del Alzheimer de 2012 (21 de
septiembre), sélo en Espafia la EA afectaba a mas de 600.000 pacientes, cifra de afectados
que aumenta hasta los 3,5 millones de personas si se tiene en cuenta a familiares y
cuidadores. Si la situacion 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, de forma que se cree que el nimero de enfermos a nivel mundial puede llegar a
los 66 millones para el afio 2030 y a los 115 millones para 2050 (Brookmeyer y col. 2007;
Bettens y col. 2013).

El género también ha sido demostrado como factor diferencial en la prevalencia de la
EA, ya que se aprecia un riesgo mayor de padecer la enfermedad en las mujeres (en
proporcidn aproximada de 3 a 1) (Carter y col. 2012), en particular entre la poblacién mayor de
85 afios. El hecho de que la esperanza de vida en mujeres es mas alta, podria estar

enmascarando este dato.

Entre un 1y un 5% de los casos, la EA se considera de origen genético (“Enfermedad
de Alzheimer familiar” o FAD en inglés), en el que la enfermedad generalmente se presenta a
edades mas tempranas. En estos casos la causa de la enfermedad es la presencia de ciertas
mutaciones genéticas, que resultan ser suficientes para provocar las manifestaciones clinicas
y patologicas de la enfermedad. Sin embargo, en un porcentaje muy elevado de los casos (95-
99%) se desconocen la o las causas que producen la EA. Estos casos se denominan “EA
esporadica o tardia”. La aparicion de los sintomas se producen a edades avanzadas, a partir
de los 65 afios. La etiologia de la EA esporadica es difusa y compleja y su aparicidén no esta

provocada por una Unica causa como desencadenante de la enfermedad. No en vano se han
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descrito multiples factores de riesgo y/o protectores, de caracter genético o ambiental, que
afectan a la vulnerabilidad para padecer la enfermedad. Estos factores se desarrollaran en el

punto 1.3. de la siguiente introduccion.

1.2. Patogenia

Macroscépicamente, el cerebro post-mortem de un paciente de EA revela una
marcada atrofia cerebral con respecto a cerebros no enfermos y pacientes con deterioro
cognitivo leve (MCI, por sus siglas en inglés) que afecta, principalmente, a areas cerebrales
relacionadas con el aprendizaje y la memoria como el hipocampo, las cortezas temporal,
parietal y frontal, y la amigdala (Figura 2). La mayor profundidad de los surcos cerebrales, que
corresponde con una reduccién en el volumen cerebral, esta causada por una importante
degeneracion neuronal e hipofuncion sinaptica (Reiner y col. 2012).

Cerebro en fases
intermedias de la EA

Cerebro en fases
avanzadas de la EA

Cerebro sano

Retraccién

) severadela
Retraccion

1 |
| corteza
g ¥ Corteza de la corteza - -
« ’ cerebral
|
Expansion
Expansion ventricular
| Vventricular 1 severa
moderada
Hipocampo .. Encogimiento +.  Encogimiento

del hipocampo severo del

hipocampo

Fig. 2. Caracteristicas macroscopicas de la EA, aumento de los surcos cerebrales debido a atrofia
cerebral. llustracion de Bob Morreale adaptada al castellano (American Health Assistance Foundation

www.ahaf.org/alzheimers).

Histopatolégicamente, la EA se caracteriza por dos marcadores neuropatol6gicos que
tradicionalmente han sido utilizados para el diagnéstico post-mortem de la enfermedad y que
se localizan principalmente en regiones cerebrales implicadas en procesos de aprendizaje y
memoria (Selkoe 2004; Hardy 2006).
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- Placas seniles:  depdsitos
extracelulares compuestos principalmente por el
péptido B-amiloide (AB) (Figura 3A).

- ONFs, (o NFTs en inglés): acimulos

flamentosos  helicoidales intracelulares de  F'9- 3. Principales  marcadores
histopatolégicos de la EA.

proteina Tau hiper-fosforilada (Figura 3B). A) Placas seniles B) Ovillos neurofibrilares

En los cerebros de los pacientes con EA, los ONFs siguen unos patrones bien
establecidos, de manera que aparecen ONFs en los primeros estadios de la enfermedad en la
porcion medial del l6bulo temporal, concretamente en la corteza entorrinal y en la region
hipocampal, lo cual se corresponde con un déficit de las funciones de aprendizaje y memoria.
La presencia de los ONFs se extiende después a areas asociativas y estructuras subcorticales
a medida que avanza la enfermedad, lo que conlleva un avance del deterioro cognitivo del
paciente. Sin embargo, las areas motoras permanecen libres de éstos hasta estadios muy

avanzados de la enfermedad (Braak y Braak 1995).

Sin embargo, la distribucién de las placas seniles es mas aleatoria, ya que, aunque
también se localizan en areas 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). En este sentido, estos
Ultimos afios existen numerosos estudios que restan importancia a la formacién de placas
seniles y otorgan un papel crucial a un estado conformacional anterior del péptido AB (el
estado conformacional oligomérico de AB), siendo los oligémeros los impulsores de la
neurotoxicidad y neurodegeneracién que provocan los sintomas de la enfermedad (ver punto
1.2.1)

Ademas de la presencia de las placas seniles y ONFs, la otra caracteristica principal
de la EA es la pérdida significativa de neuronas y sinapsis en areas vulnerables tales como
regiones limbicas y corticales (Scheff y Price 2006). Esta pérdida neuronal y de sinapsis afecta
especialmente a la comunicacién interneuronal y a su eficacia, que se caracteriza
histologicamente como una disminucion de la densidad de espinas dendriticas (Crews y
Masliah 2010; Ricobaraza y col. 2012). Este proceso favorece la aparicién de los sintomas

clinicos debido a la desconexién de las neuronas entre las distintas areas cerebrales (Terry y
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col. 1981). La disminucién de la densidad de espinas dendriticas es el pardmetro que mas
fuertemente correlaciona con el deterioro cognitivo (Cavallucci y col. 2012). Es interesante
resaltar que estudios recientes han desvelado que los oligomeros de AP estéan
correlacionados significativamente con la pérdida de espinas dendriticas y con el deterioro

cognitivo (Lacor y col. 2007).

Ademas, diferentes grupos de investigacién han puesto de manifiesto que en el
hipocampo, la estructura cerebral mas afectada en la EA, existe una correlacion entre el
numero de ONFs en el espacio extracelular y el nimero de neuronas dafiadas, postulando
que la acumulacion de Tau hiper-fosforilada en el interior de la neurona 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 liberacién de los ovillos en el espacio extracelular
(Smith 2002). En este sentido, cabe destacar que el nimero y la distribucion de estos ovillos
se correlacionan tanto con el grado de pérdida de neuronas y sinapsis como con el deterioro

cognitivo en los pacientes (Buee y col. 2010).

Una de las principales teorias sobre las causas de la EA, descrita hace ya méas de 20
afos, es la “hipdtesis de la cascada del amiloide”, que postula que el evento inicial que
finalmente lleva a la neurodegeneracion y a la demencia es el desequilibrio entre la produccién
y el aclaramiento del péptido AB (Glenner y Wong 1984; Hardy y Allsop 1991; Hardy y Selkoe
2002). Por otro lado, existe la teoria de que la hiper-fosforilacion de Tau y la degeneracion
neurofibrilar son las responsables de los trastornos cognitivos que se producen en la EA (Igbal
y Grundke-Igbal 2005). La patologia sinaptica también ha sido implicada en la génesis de la
EA. En cualquier caso, las principales caracteristicas patologicas de la EA (patologia amiloide,
patologia Tau y patologia sinaptica) han dado lugar a diferentes teorias que intentan dar
explicacién de cudles son las causas y consecuencias de la EA. Sin embargo, no se ha

confirmado la validez de ninguna de ellas.

1.2.1. Patologia amiloide

Los pétidos Ap son producidos por el corte de la proteina precursora del amiloide

(APP). La proteina APP es una proteina transmembrana ubicua a nivel celular cuya funcién no
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esta bien establecida, aunque se cree que juega un papel importante en el mantenimiento de
la estructura axonal. Posee una porcién intracelular pequefia que contiene el extremo
carboxilo terminal (c-terminal), una region transmembrana y una porcién extracelular

relativamente larga (Figueiredo-Pereira y col. 1999) (Figura 4).

El procesamiento proteolitico de la APP puede seguir dos vias metabdlicas opuestas
(Figura 4):

- Procesamiento NO amiloidogénico: Es el procesamiento que mayoritariamente se

da en condiciones no patolégicas, donde la enzima a-secretasa corta la porcion intermedia
correspondiente a la region del péptido ApB, concretamente en la Lys16, dando origen a una
proteina larga que se compone de practicamente toda la region extracelular de la APP y que
es excretada al medio extracelular nada mas ser cortada (aAPPs), y un péptido de 83
aminoacidos denominado C83 (a-CTF) (Yamazaki y col. 1996). Este Ultimo es procesado
posteriormente por accién de la y-secretasa produciendo un péptido conocido como p3 y el
fragmento C-terminal de la proteina precursora del amiloide (AICD, amyloid precursor protein
intracellular domain) (Lammich y col. 1999). Se ha descrito que tanto el fragmento aAPPs
como el C83 poseen efectos beneficiosos en cultivos neuronales que se asocian a la
supervivencia celular, interaccién célula-matriz intersticial, crecimiento de neuritas,
potenciacién sinaptica y plasticidad neuronal (Shivers y col. 1988; Jin y col. 1994; Perez y col.
1997; Meziane y col. 1998).

= APPsa = APPs[

pj"'
y-secretase p-secretase '

éﬁd&}ﬁ pOSSEE

APP a-CTF APP

Fig. 4. Procesamiento de la APP. Procesamiento no amiloidogénico: la enzima a-secretasa corta la zona
intermedia del péptido AB, formando una proteina que es excretada al medio extracelular (aAPPSs), y un
péptido de 83 aminoécidos (C83 o a-CTF). Este es procesado por la y-secretasa produciendo el péptido p3 y el
fragmento C-terminal del APP (AICD). Procesamiento amiloidogénico: La B-secretasa (BACE1) corta por el
extremo amino terminal de la regién del péptido AB, generando un fragmento (BAPPs), y un péptido de 99
aminodcidos (C99 o B-CTF). Este fragmento sufre un nuevo corte por la y-secretasa, generandose el AICD y el
péptido AB (Adaptado de O'Brien v Wong 2011).
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- Procesamiento amiloidogénico: En el metabolismo amiloidogénico, la B-secretasa

(BACE1) proteoliza el extremo amino terminal de la regién del péptido AB, generando dos
fragmentos: uno distal, que se segrega al medio extracelular, conocido como BAPPSs, y un
péptido de 99 amino&cidos unido a la membrana denominado C99 (o B-CTF) , que contiene
todo el péptido AB y el extremo carboxilo de la APP. Este fragmento es internalizado hasta
llegar a los lisosomas donde sufre una nueva digestion proteolitica por la y-secretasa,
generandose un péptido de 55-57 aminoécidos (AICD) y el péptido AB, que puede variar entre
38 y 43 aminodcidos. En humanos, la especie mayoritaria de AP es aquella que contiene 40
aminoacidos (AB+40) pero, aunque de manera minoritaria (10-15%), la y-secretasa produce
también péptidos de 42 aminoacidos (AB142). En cambio, en determiinadas mutaciones
familiares de APP, la forma que se produce mayoritariamente es AP 142 (Sabbagh y col. 2008).
En este sentido, se ha descrito que la relacion entre AB1.42 y AB140 puede ser importante en la
etiologia de la enfermedad (Mayeux 2003; Wiltfang y col. 2007), ya que la neurotoxicidad
inducida por AB1.42 es mayor que AP140. En las placas de -amiloide y liquido cefalorraquideo
(CSF) se ha detectado ademas, la presencia de AB1.3s (Moro y col. 2012) o AB+.43 (Welander y
col. 2009), mas péptidos derivados del procesamiento amiloidogénico de la APP, cuya

patogenicidad parece ser también importante en la EA (Sandebring y col. 2013).

Aunque hay una gran controversia en torno a la importancia de los fragmentos
derivados de la APP en la patologia, si hay consenso en que el procesamiento amiloidogénico
constituye el origen de una serie de alteraciones moleculares desencadenan los eventos

patolégicos.
Hipotesis de la cascada del amiloide

Segun esta hipétesis, en la EA existe un desequilibrio entre la produccién y el
aclaramiento del péptido AB que conduce a una acumulacién de éste a nivel cerebral (Selkoe
1997; Sheng y Kim 2002). Esta acumulacion conduciria a alteraciones patoldgicas como la
neurotoxidad, formacion de ONFs, estrés oxidativo, inflamacion vy, finalmente,

neurodegeneracion (Wirths y col. 2004)(Figura 5).
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Fig. 5. Hipdtesis de cascada del péptido B-Amiloide. Esta teoria presenta la patologia amiloide como
principal evento patoldgico de la EA. Son la acumulacion, oligomerizacién y formacion de placas de amiloide los
que preceden a los eventos neuropatologicos descritos, que ademas vienen acompafiados del déficit de
neurotransmisores y de la demencia y deterioro cognitivo en los pacientes.

La hipdtesis se sustenta en el componente genético de la EA, ya que se ha
comprobado 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 complejo y-secretasa),
conducen a una mayor produccion de A, lo que conlleva una mayor presencia de oligomeros
solubles en primer lugar, estructuras fibrilares insolubles a continuacion y finalmente su
acumulacién en forma de placas de AB. Ademas, es conocido que el gen APP se encuentra
en el cromosoma 21 del genoma y por ello personas con sindrome de Down (trisomia
cromosoma gen 21 del genoma) desarrollan placas de amiloide a una edad muy precoz.
También se ha observado en pacientes con EA familiar una duplicacion en el locus de la APP
(Rovelet-Lecrux y col. 2006). De todas formas, inicialmente se pens6 que el Ap se producia
solo en pacientes de EA, sin embargo, mas tarde se comprobd que se produce
constitutivamente durante el metabolismo fisioldgico celular no patolégico (Haass y col. 1992).
Por ello, en el caso de la EA de tipo esporadico se plantea que la acumulacion de Ap se debe
al déficit en la capacidad de aclaramiento del mismo (Hama y Saido 2005) y no a un aumento
en su produccién. En este punto es, segun esta hipétesis, donde jugarian un papel relevante
otros factores. De hecho, diversos estudios han puesto de manifiesto que en cerebros de

pacientes afectados de EA se produce una alteracion significativa de los mecanismos
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encargados de la limpieza de proteinas andémalas tales como el péptido AP y la proteina Tau
(Selkoe 2000). Los mecanismos fisiologicos implicados en la eliminacién del péptido AB son
diversos pero entre ellos se encuentran las endopeptidasas entre las que se encuentran la
‘enzima degradadora de insulina” o IDE (por sus siglas en inglés) (Behl y col. 2009), la

neprilisina (Hemming y col. 2007) o la plasmina (Jacobsen y col. 2008) entre otras.

Durante mucho tiempo se crey6 que solo el AB depositado en placas, y no en forma
de oligémeros o fibras, era neurotdxico, sin embargo, actualmente existen numerosos estudios
que defienden el papel neurotdxico de fibras y oligdmeros solubles (Zempel y col. 2010;
Benilova y col. 2012; Eisenberg y Jucker 2012; Stroud y col. 2012). En este sentido, existen
trabajos en los que se correlaciona positivamente el déficit cognitivo con el niumero de placas
seniles y otros en los que no (Terry y col. 1991; Dickson y col. 1995; Sloane y col. 1997;
Westerman y col. 2002). Lo que si parece influir en el deterioro cognitivo es la cantidad total
de diferentes péptidos Ap en pacientes, tanto en forma de oligdmeros solubles como en fibras
(AB1.43, AB140, AB1-a2y AB1.38) (Mayeux 2003; Wiltfang y col. 2007; Welander y col. 2009; Moro
y col. 2012). Ademas, la disfuncion neuronal, unido a déficits de memoria, aparece antes que
la formacién de placas (Buttini y col. 2002; Lee y col. 2004). Tanto fibras de AB42 como
oligémeros difusibles del péptido (AB-derived diffusible ligands, ADDLs) también han
demostrado tener efectos neurotéxicos y causar alteraciones en la funcién sinaptica (Walsh y
col. 2002; Cleary y col. 2005). También se ha publicado que los oligomeros solubles de AB
podrian ser los responsables de la inhibicién de la potenciacion sinaptica a largo plazo (LTP)
(Walsh y Selkoe 2004). Se observd que el tratamiento con formas oligoméricas de AP en
lineas celulares y en cultivos primarios conducia a la muerte celular, con lo que los oligdmeros
de AB1.42 podrian resultar mucho mas tdxicos que los monoémeros o el A 1.4 fibrilar (Dahlgren
y col. 2002).Por todo ello, es cada vez mas aceptado que son los oligémeros (dimeros,
trimeros, dodecamero,...) y fibras de AP las responsables de la disfuncién neuronal y del
deterioro cognitivo que se producen en la EA (Thal y col. 2008; Broersen y col. 2010; Reed y
col. 2011).

Por otro lado, la acumulacién de AP detectada en la EA no es Unicamente extracelular,
sino que una parte queda atrapado en la neurona (Oddo y col. 2003; Echeverria y col. 2004;

Wirths y col. 2004; Lord y col. 2006) (Figura 6). Esto ocurre porque la APP se localiza en
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diversos compartimentos celulares, como en la membrana plasmatica, en el aparato de Golgi,
en el reticulo endoplasmatico, 0 en las membranas de endosomas, lisosomas y mitocondrias.
Se puede procesar en cualquiera de esas localizaciones, liberandose el péptido AP
directamente al espacio extracelular o al intracelular, donde se ha observado que se acumula
mas tempranamente que en el espacio extracelular (Billings y col. 2005). Ademas, la
existencia de AP intracelular parece ser méas relevante del que en un principio se pensaba
(Gouras y col. 2005; LaFerla y col. 2007), ya que la acumulacién intraneuronal es el factor de
la patologia amiloidogénica que mejor correlaciona con la neurodegeneracion en la EA y con
la aparicién y severidad del déficit cognitivo que sufren diferentes modelos animales (Cruz y
col. 2006; Knobloch y col. 2007; Lesne y col. 2008).

Fig. 6. Lugares de produccion de
AB. EI APP se produce dentro del
reticulo endoplédsmico (RE) y del
aparato de Golgi. Una vez producido
se dirige a la membrana celular,
donde sufrird el procesamiento
amiloidogénico o no amiloidogénico.
El APP no procesado se internaliza
mediante endosomas. Estos
endosomas contienen el enzima -
secretasa (BACE1), que cortara el
APP para dar el fragmento C99. Este
fragmento se transportara hasta el
RE o la membrana celular, donde
sera procesado por la y-secretasa
para dar el AB, de manera que, tras
ser producido, éste péptido podréd
acumularse dentro de la célula en
mitocondrias, RE, Golgi o en el
citosol. (Adaptado de LaFerla y col.
2007).

1.2.2. Patologia Tau

La proteina Tau pertenece a una familia de proteinas asociadas a microtibulos
(microtubule-associated proteins, MAPs) que se expresa de manera muy abundante en los
axones neuronales. Su expresion en otros tipos celulares se limita a astrocitos vy
oligodendrocitos aunque en infimas proporciones. Esta localizada en el citosol neuronal donde
se une a la tubulina, entre otras proteinas, para la estabilizacion del citosqueleto en los axones

neuronales. Este hecho le confiere un papel fundamental en la formacion y mantenimiento de
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ramificaciones neuronales, concretamente en los axones. Se han publicado estudios en los
que se afirma la presencia de Tau en exosomas en el espacio extracelular, lo que podria jugar

un papel en la propagacion de la patologia (Saman y col. 2012).

Su grado de fosforilacion determina su actividad, cuando esta hiper-fosforilada no
cumple su funcion fisiolégica, provocando un colapso del sistema de transporte que conduce a
una disfuncién sinéptica y a la muerte neuronal. Esta observacién apoya la hipétesis “Tauista”,
la cual postula que esta proteina es la que desencadena toda la bateria de efectos
moleculares, que luego confluyen en deterioro cognitivo severo y pérdida de memoria (Mudher
y Lovestone 2002). De acuerdo a este modelo, la hiper-fosforilacion de Tau aumenta su
tendencia a agregarse en forma de filamentos helicoidales pareados (paired helical filaments,
PHF) (Morishima-Kawashima y col. 1995) que posteriormente acabarian dando lugar a los
ONFs (Goedert y col. 1991). Esto conduce a la desintegraciéon de los microtibulos del
citoesqueleto celular colapsando el sistema de transporte axonal de la neurona (Figura 7). En
estas condiciones, puede darse inicio a las primeras disfunciones sinépticas y conducir
finalmente a la muerte neuronal (Stokin y col. 2005; Chun y Johnson 2007). Ademas, Tau
hiper-fosforilada es capaz de inhibir la accion de su forma fisioldgica, asi como la actividad de
las proteinas asociadas a microtubulos (MAP-1 y MAP-2), induciendo el desensamblaje de los
microtdbulos (Alonso y col. 1997; Igbal y Grundke-Igbal 2005). Por Ultimo, la hiper-fosforilacién
de Tau parece conferirle resistencia a la proteolisis, lo que contribuiria a la acumulacion de

ésta en las neuronas con el consiguiente efecto tdxico (Shimura y col. 2004).

En el envejecimiento no patolégico, los ONFs, aunque escasos, estan presentes y se
localizan fundamentalmente a nivel del sistema limbico. Sin embargo, en la EA el numero
aumenta significativamente y el patron de localizacion se expande a zonas temporales medias

en direccion a la corteza temporal y de ahi al resto de la corteza (DeKosky 2002).

El estado de fosforilacion de una proteina depende del balance entre la actividad de
las cinasas y fosfatasas. La proteina Tau puede ser fosforilada en unos 79 residuos de
serinaltreonina (Goedert y col. 1989). En la EA, al menos 30 de estos residuos se encuentran
fosforilados (Gong y col. 2005) por dos tipos diferentes de cinasas: las dirigidas a serina como
la cinasa 3 de la glicégeno sintasa (GSK3p), la cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5), p38 y

la cinasa N-terminal de la c-Jun (JNK), asi como las dirigidas a tirosina, como la cinasa
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reguladora de la afinidad a microtubulos (MARK), la cinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina
tipo 2 (CaMKIl) y la cinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico tipo Ay C (PKA 'y
PKC, respectivamente) (Morishima-Kawashima y col. 1995; Gong y col. 2005; Avila 2006).
Parece ser que estas fosforilaciones a menudo regulan el grado de union de Tau a los
microtubulos (Busciglio y col. 1995).

Tau fosforilada se desensambla

Tau unido a de los microtubulos

Microtubulos

Disfuncion Neuronal

reversible \

Meurodegeneracion

Tau Hiperfosforilado
en agregacion

Filamentos estables Deficits

de TAU Funcionales
hiperfosforilado

Fig. 7. Alteracion de los microtubulos derivada de la fosforilacién de la proteina Tau. Cuando Tau se hiper-
fosforila se desensambla de los microtubulos, que se desintegraran, provocando el colapso el sistema de
transporte de la neurona. La hiper-fosforilacion aumenta su tendencia a agregarse en forma de filamentos
helicoidales pareados, que son capaces de enlazarse helicoidaimente formando los ONFs. (Adaptado de (Noble
y col. 2005).

La via de sefializacidon de la fosfoinositol 3 cinasa (PI3K)/phospho-Akt/phospho-
GSK3p es una de las mas importantes en la fosforilacion de Tau. La PI3K es una proteina
implicada en vias de sefializacion cruciales para la supervivencia celular en un gran nimero
de células, entre las que se encuentran las neuronas (Brunet y col. 2001). El reclutamiento de
PI3K a la membrana tras la activacion de los correspondientes receptores induce su activacion
y la consiguiente produccién de PI3P, que se une a la proteina Akt promoviendo su
fosforilacion (pAkt) y activacion. pAkt es capaz de fosforilar la GSK3p en el residuo Ser-9
provocando su inactivacion (Yang y col. 2004). La inactivacion de la GSK3p evitaria la

fosforilacién de Tau mediada por esta cinasa.
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La importante implicacion de la cinasa GSK3B en procesos patoldgicos que se
producen en la EA, esporadica o familiar, ha llevado a postular la denominada “hipétesis de la
GSK3pB”. Su importancia es tal que su sobreexpresion provoca, ademas de la esperada hiper-
fosforilacion de Tau (Hanger y col. 1992; Lovestone y col. 1994; Cho y Johnson 2003), un
importante dafio en la capacidad de aprendizaje y memoria (Hernandez y col. 2002; Hooper y
col. 2007; Hooper y col. 2008), una exacerbacion de la respuesta inflamatoria inducida por la
microglia alrededor de las placas de amiloide (Rodionova y col. 2007) y la induccién de
procesos pro-apoptoticos que conducirian a una pérdida neuronal (Turenne y Price 2001; Baki
y col. 2004). Teniendo en cuenta estas consideraciones, GSK3p se ha establecido como una

posible diana terapeutica en la EA (Hooper y col. 2008; Sereno y col. 2009).

Finalmente, cabria destacar que la perspectiva “Tauista” sugiere que aunque tanto
AB como Tau contribuyen a la fisiopatologia de la enfermedad, es ésta ultima quien
principalmente produce el deterioro de estructuras y de las funciones neuronales. Sin
embargo, se ha observado que cantidades elevadas de AB aumentan la formacion de lesiones
por Tau fibrilar en modelos animales de EA (Lewis y col. 2001; Oddo y col. 2003), lo que
significaria que AP induciria la hiper-fosforilacién de Tau, pero seria esta Ultima la que
promoveria el desarrollo de cascadas neurodegenerativas. No obstante, el nexo entre AR y la

patologia Tau sigue aun sin esclarecerse de manera definitiva.

1.3.Tratamiento y estrategias terapéuticas

Mientras que el diagnostico de EA se realiza con cierta certeza en la actualidad, el
tratamiento de la enfermedad dista mucho de ser curativo. La mayor parte de las
investigaciones centradas en encontrar nuevos tratamientos para la EA parten de las
patologias amiloide y Tau principalmente. Aunque en menor proporcion, existen también
potenciales tratamientos alternativos no basados en estas hipétesis. Hasta el momento actual,

ningun tratamiento ha resultado efectivo.

Ademas de los utilizados para el tratamiento de las alteraciones conductuales como
antidepresivos o ansioliticos, los farmacos aprobados que en la actualidad se emplean para el

tratamiento sintomatico de la EA son:
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1.3.1 Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Actualmente se encuentran comercializados en Espafia 3 de estos inhibidores:
Galantamina, Rivastigmina y Donepezilo. Son los primeros farmacos que se utliizaron para el
tratamiento de la EA. Se ha postulado que la degeneracion de las neuronas colinérgicas,
sobre todo en el prosencéfalo basal, causa una disminucién de acetilcolina en las terminales
presinapticas de hipocampo y neocortex, lo que produciria alteraciones en la memoria (Terry
and Buccafusco 2003). Los inhibidores de la acetilcolinesterasa aumentan la disponibilidad de
acetilcolina en la hendidura sinéptica al inhibir la enzima encargada de su degradacién, lo que

produce un aumento de la funcién colinérgica de los pacientes de EA.

Este tipo de farmacos se utiliza principalmente como tratamiento a largo plazo
sintomatico de la EA. Las evidencias derivadas de ensayos clinicos (Lopez y col. 2002) y de
imagen sugieren que los inhibidores de la colinesterasa podrian también reducir el
procesameinto de APP y proporcionar una cierta neuroproteccion (Francis y col. 2005; Mori y
col. 2006).

1.3.2. Antagonistas NMDA

La memantina es un antagonista débil y no competitivo del receptor de NMDA. En
condiciones normales, el glutamato y el receptor NMDA juegan un papel importante en
procesos de aprendizaje y memoria. Sin embargo, bajo condiciones patoldgicas, como en el
caso de la EA, el aumento de la actividad glutamatérgica produce un exceso de la activacién
de los receptores de NMDA, lo que lleva a una disfuncién neuronal. Existen otros antagonistas
de los receptores NMDA con potencial explotacién terapéutica, como neramaxane, que a
pesar de que los resultados en ensayos pre-clinicos fueron esperanzadores, los ensayos
clinicos de fase Il no han reflejado una mejora significativa de los pacientes (Bannerman y col.
2004).

Por ello, las actuales terapias Unicamente estan dirigidas al tratamiento sintomatico
de la EA, no llegando a revertirla en ninguno de los casos. Sin embargo, en los Ultimos afios,
se han dado avances que desentrafian con mayor precision los mecanismos patogénicos de la

enfermedad, lo que ha conllevado a un aumento de las estrategias para combatir la
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enfermedad y una amplia gama de farmacos en fases clinicas. A continuacién se describen

las estrategias mas importantes (Figura 8).

1.3.3. Terapias frente al péptido B amiloide

Una parte importante de las estrategias terapéuticas actuales para combatir la EA se

centran en los marcadores patolégicos de la enfermedad, AB y Tau hiper-fosforilada,

alrededor de los cuales se han desarrollado numerosos farmacos que mediante mecanismos

de accion diferentes podrian frenar el desarrollo de la enfermedad.
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- Terapias de Vacunacion e Inmunizacion

Estudios en modelos animales de EA han demostrado que con estas terapias
disminuyen la amiloidosis cerebral de los pacientes (Bard y col. 2000; DeMattos y col.
2001). La primera inmunoterapia eficaz fue el compuesto AN1792, que mostrd6 muy
buenos resultados tanto en animales (Oddo y col. 2006) como en estudios de eficacia en
humanos (Hock y col. 2003). Sin embargo, los efectos beneficiosos de esta terapia estan
mediados por la activacién de la microglia, lo que provoco efectos adversos, como la
activacion de una respuesta inflamatoria que provocaba encefalopatias en algunos

pacientes.

La inmunizacién activa mediante la administracion de AP+ completo via
intranasal, obtuvo resultados satisfactorios tanto en animales (Weiner y col. 2000) como
en humanos pero ademas sin la induccién de respuesta inflamatoria. Recientemente,
algunas estrategias basadas en inmunizacion pasiva, como son los farmacos
bapineuzumab y solanezumab, mostraron grandes expectativas en estudios pre-clinicos

pero fueron denegados en fase Il de ensayos clinicos (Grundman y col. 2013).
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Fig. 8. Desarrollo farmacettico de nuevos compuestos en la enfermedad de Alzheimer. Farmacos
investigados para la terapia de la EA,en diferentes fases clinicas y preclinicas. Los unicos farmacos
aprobados actualmente para la EA son la Galantamina, Rivastigmina, Donepezilo y la Memantina
(Adaptado de Mangialasche y col. 2010).

- Inhibidores de - secretasas

Se observo que ratones knockout de BACE1 no producen ApB ni desarrollan un
fenotipo clinico (Luo y col. 2001). Ademas, los inhibidores BACE1 disminuyen los niveles
cerebrales de Ap, lo que podria reducir la patologia (Chang y col. 2004). En la actualidad
existen nuevas moléculas en ensayos clinicos candidatas para el tratamiento de la EA,

como el compuesto oral CTS-21166, que se encuentra en fase | (Mangialasche y col.
2010).

- Inhibidores y moduladores de y- secretasas

No esta clara la posible utilidad de los inhibidores de la y-secretasa, ya que
debido a su inespecificidad, actlian sobre otros sustratos como Notch (Wolfe 2008),

pudiendo producir efectos adversos en el timo, bazo, o el tracto gastrointestinal, ademas
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de en el sistema nervioso central (SNC). Sin embargo, aunque los nuevos inhibidores
generados demostraron no afectar a la sefializacién de Notch (Petit y col. 2001) y poseer
una buena tolerancia en ensayos clinicos en fase | (Siemers y col. 2005), farmacos como
tarenflurbil han sido desestimados en fase Il, al no mostrar mejora alguna en pacientes
de EA (Borgegard y col. 2012).

Otros farmacos como Segamacestat y Avagacestat avanzaron hasta la fase Il y
Il respectivamente, de los ensayos clinicos, sin embargo, en agosto de 2010 los
resultados no fueron los esperados para el Segamacestat. EI Avagacestat, mientras
tanto, se rechazé en fase Il a finales de 2012. Begacestat es también un candidato que

se encuentran en fase Il (Martone y col. 2009).

En cuanto a los moduladores de y-secretasas, el mas destacado es el CHF5074
que ha demostrado reducir el nimero de placas de amiloide y mejorar la memoria

mediadio por activacién microglial. Se encuentra todavia en fase de experimentacion.
- Farmacos antiagregantes de AS

Son farmacos que intentan inhibir el proceso de agregacion de AB. El
tramiprosato es un farmaco que evita la agregacion manteniéndolo en estado no fibrilar y
reduce la muerte inducida por ABi42 en cultivos neuronales (Gervais y col. 2007).
Ademas, en animales redujo los niveles tanto de Api42 como de ABi.4o (Aisen y col.
2006). En humanos, se confirmaron los resultados de la fases pre-clinicas y no generé
efectos adversos importantes. Este farmaco ha mostrado un retraso del deterioro
cognitivo en los pacientes. Se encuentra en ensayos clinicos de fase Ill (Mangialasche y
col. 2010).

Esta estrategia terapeltica podria ser especialmente relevante para los
individuos que poseen APOEe4 ya que este alelo precisamente acelera la agregacion

(ver punto 1.4.2 de la presente introduccion).
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1.3.4. Inhibidores de la fosforilacion de Tau

Los candidatos que reducen la fosforilacion de Tau al inhibir cinasas tales como Cdk5
y GSK3p estan en fases preclinicas. Sin embargo, la inhibicién de una unica cinasa podria no
ser suficiente para normalizar la fosforilacién de Tau, ya que ésta depende de mdiltiples
cinasas (Avila 2006). El Litio es un potente inhibidor “in vitro” e “in vivo” de la GSK3 y se ha
comprobado que disminuye la fosforilacion de Tau y que revierte déficits cognitivos en
modelos animales de taupatias. Sin embargo, no se puede utilizar en humanos debido a su
naturaleza toxica (Noble y col. 2005). En la actualidad existen otros farmacos como el NP-12 o
el TRX-0237 que se encuentra actualmente en reclutamiento de pacientes en ensayos clinicos
de fase Ill (Panza y col. 2009).

Ante la naturaleza agregante de la proteina Tau, también se esta investigando en
torno a la inhibicién de la agregacién de la proteina, e incluso su desagregacién una vez
agregada, para lo cual, un mejor conocimiento del mecanismo de oligomerizacién vy

agregacion de la proteina seria necesario.

1.3.5. Estrategias Neuroprotectoras

Las estrategias neuroprotectoras en enfermedades neurodegenerativas se basan en
la potenciacion de la funcién sinaptica y en el capacidad de los factores neurotréficos de inhibir
procesos apoptoticos. Sin embargo, la administracion directa de factores neurotréficos no
resulta eficaz ya que no atraviesan la barrera hemato-encefalica, por eso mantener o
reestablecer los niveles enddgenos de estos factores neurotréficos es alin mas importante. La
disminucién de los niveles endégenos del factor de crecimiento nervioso (NGF) o del factor de
crecimiento derivado de cerebro (BDNF) puede provocar los déficits cognitivos y pérdida de
memoria (Chen y col. 1997). Un posible farmaco neuroprotector para la EA es el xaliproden.
Se trata un compuesto no peptidico, que ha demostrado sus efectos neurotréficos en varios
modelos de neurodegeneracion “in vivo” e “in vitro” (Labie y col. 1999). Sin embargo, los

resultados en ensayos clinicos no fueron satisfactorios.
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1.4. Etiologia

La EA constituye una enfermedad con determinados sintomas y signos patoldgicos

comunes. Sin embargo, tal y como ha sido descrito en el punto 1.1. de la presente

introduccién, sélo un pequefio porcentaje de casos de EA se considera de origen familiar o

genético (FAD) y la mayor parte se consideran de origen esporadico.

1.4.1.Enfermedad de Alzheimer familiar

En la EA se han identificado 3 genes, en los que diversas mutaciones pueden

provocar la enfermedad. De manera que la aparicidn de alguna de esas mutaciones en esos

genes constituiria causa suficiente para la manifestacion de los sintomas clinicos de la

enfermedad. Las mutaciones afectan tanto a la formacién del péptido amiloide como al

proceso de oligomerizacidn del mismo. Los 3 genes en los que se han encontrado mutaciones

son los siguientes:

20

1. Gen que codifica APP, localizado en el cromosoma 21. Las
mutaciones son de aparicién autosomica dominante. De entre todas ellas
destaca la mutacién sueca, en la que se sustituyen 2 aminoacidos (lisina-
metionina por asparagina-leucina) inmediatamente antes de la secuencia de la
proteina amiloide. Generalmente, conllevan a un mayor procesamiento
amiloidogénico del APP o0 a un aumento de la oligomerizacion del AB. La edad
de aparicion de la enfermedad es temprana, hacia los 40 afios.

2. Gen que codifica la presenilina 1 (PS1), localizado en el
cromosoma 14. Se conocen alrededor de 180 mutaciones en este gen
causantes de la EA. La edad de aparicion de la enfermedad en estos casos es
también temprana.

3. Mutacién en el cromosoma 1, en el gen que codifica la
presenilina 2 (PS2). Se conocen alrededor de 15 mutaciones en este gen
causantes de la enfermedad. La penetrabilidad de la mutaciones en este gen
es mas variable que en PS1, por lo que su edad de aparicién también es mas

variable.
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1.4.2. Enfermedad de Alzheimer esporadica o de aparicién tardia

La etiologia de la EA esporadica es mucho mas difusa y compleja, no en vano se han
descrito multiples factores de riesgo y/o protectores, de caracter genético o ambiental, que
afectan a la vulnerabilidad para padecer la enfermedad. Ademés de la edad, los principales

factores de riesgo descritos hasta el momento son los siguientes:

- Factores de riesgo genéticos: La presencia de ciertos genotipos
contribuye a un aumento de la susceptibilidad a la EA, pero no son suficientes
por si mismos para desarrollar la enfermedad. A la cabeza de este conjunto de
factores genéticos aparece principalmente el polimorfismo para la apolipoproteina
E (ApoE) (Cramer y col. 2012). En concreto, la variante alélica €4 (ApoEe4) es
capaz de ftriplicar el riesgo de padecer la enfermedad en el caso de los
heterocigotos y multiplicarlo por 15 en el caso de los homocigotos, respecto a los
haplotipos ApoEe2 y ApoEe3 (Huang 2006). En los ultimos afios, el desarrollo de
la técnica de “estudios de asociacion del genoma completo” (GWAS en ingles) ha
permitido confirmar que APOEe4 aumenta el riesgo de padecer la enfermedad
(Seshadri y col. 2010; Bettens y col. 2013) asi como la identificacion de nuevos
genes que proporcionan susceptibilidad genética para padecer la EA. Entre ellos,
destaca el gen de la Clusterina (CLU), gen que se asoci6 simultdneamente con la
EA en dos estudios independientes (Harold y col. 2009; Lambert y col. 2009).
Otros genes asociados con la EA serian CR1 (Biffi y col. 2012), PICALM, EPHA1,
ABCA7 (Bettens y col. 2013) y SORL1 (Schellenberg y Montine 2012). Cabe
destacar que, como ya se ha sefialado anteriormente, la presencia o ausencia de
estas mutaciones o variantes alélicas no es causa ni necesaria ni suficiente para
que la enfermedad se manifieste, sino que aportan una susceptibilidad asociada a

padecerla.
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- Factores de riesgo ambientales:
Factores de riesgo vasculares:

e Hipertension arterial: Diversos estudios han mostrado que la
hipertension arterial incrementa el riesgo de padecer EA (Hachinski y Munoz 1997).
Existen, ademas, estudios clinicos que sugieren la posibilidad de que pacientes con
hipertension tratada presenten menos lesiones neuropatolégicas de EA que los no

tratados (Hoffman y col. 2009).

Sin embargo, existe una importante controversia en torno al caracter
predictivo de la hipertension arterial en etapas medias de la vida en la aparicion de
MCI, demencia o EA. De esta manera, existen estudios epidemiologicos que
apoyan la hipertension arterial como valor predictivo o clave en el desarrollo de la
enfermedad (Qiu y col. 2009; Ninomiya y col. 2011; Joas y col. 2012) y otras que lo

rechazan (Guan y col. 2011).

Se postula que la hipertensidén produciria desmielinizacion isquémica
(Tuhrim y Levine 2002) y pérdida neuronal hipocampal (Kril y col. 2002), por lo que
hay que considerar que la conexion entre hipertension arterial y EA podria residir en
la angiopatia amiloide que ésta produce (Vinters 2001; Greenberg 2002). Ademas,
cabe destacar que en los Ultimos afios se han descubierto en enfermos de
Alzheimer y otras demencias (como la demencia vascular o la frontotemporal)
pequefias patologias vasculares o0 micro-hemorragias que podrian estar
contribuyendo a la intensidad de los sintomas provocados por la enfermedad (De
Reuck y col. 2012; Scheltens y Goos 2012).

e Enfermedad cardiaca: La enfermedad cardiovascular esta asociada a un
mayor riesgo de padecer EA, especialmente en personas con aterosclerosis
(Newman y col. 2005). El fallo cardiaco y la fibrilacién auricular también podrian

estar asociados a la demencia.

e Enfermedad cerebrovascular o ictus: Los infartos cerebrales multiples y
recurrentes se han asociado a déficit cognitivo y a la apariciéon de EA (Purandare y
col. 2006; Loitfelder y col. 2012).
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Factores de riesgo metabdlicos:

eHiperlipidemia, Hipercolesterolemia: 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 hacia los 50
afios de edad es un factor de riesgo de MCI en edades mas avanzadas,
independientemente de su asociacion o no a la hipertension arterial (Kivipelto y col.
2005). Incluso se conoce la asociacion de genes del metabolismo del colesterol,
como ABCA1, con la EA (Akram y col. 2010). Ademas, algunos estudios en CSF
sugieren que las alteraciones del colesterol y del 24S-hidroxi-colesterol, uno de los
marcadores mas importantes del metabolismo del colesterol en el cerebro, estan
asociados con la neurodegeneracion y en particular con la acumulacion de Tau
hiper-fosforilada (Popp y col. 2013). En cuanto a los acidos grasos, la ingesta
moderada o elevada de grasas insaturadas se ha descrito como factor protector
(Florent-Bechard y col. 2009), mientras que la ingesta moderada de grasas
saturadas incrementa el riesgo de padecer EA (Kalmijn y col. 1997; Morris y col.
2003), sobre todo segun la variante alélica ApoE del individuo (Laitinen y col. 2006).
Estos acidos grasos podrian conducir al desarrollo de la enfermedad por diversos

mecanismos como la aterosclerosis, el estrés oxidativo o la inflamacién.

e Obesidad: Se ha demostrado su relacion con deterioro cognitivo y
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 (IMC)
en la edad adulta se relaciona con un incremento en el riesgo de padecer demencia

en la vejez (Kivipelto y col. 2005).

e Diabetes: Un gran numero de investigaciones ha relacionado la
demencia (Stewart y Liolitsa 1999), incluyendo la EA (Biessels y Kappelle 2005),
con trastornos metabdlicos particularmente con la hiperglicemia y la resistencia a la
insulina (Steen y col. 2005; de la Monte y col. 2006). Los primeros estudios
epidemiolégicos realizados acerca de la relacién entre insulina y EA sefialan que
individuos diabéticos tienen un 70% més de riesgo de desarrollar demencia y EA

que los no diabéticos (Xu y col. 2007). Una elevada proporcion de afectados por la
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EA muestran altos niveles plasmaticos de insulina y baja utilizacion de glucosa,
perfil que es caracteristico de una resistencia a la insulina (Craft y col. 1999). La
resistencia a la insulina periférica se ha relacionado ademéas con pérdida de masa
gris, atrofia cerebral y déficit cognitivo (Willette y col. 2013). Ademés de la
resistencia a la insulina central, los niveles de insulina se encuentran disminuidos
en el SNC en pacientes de EA (Gil-Bea y col 2010). Las similitudes en cuanto a
resistencia insulinica periférica y central son tales que algunos autores han optado

por renombrar la EA como una Diabetes Mellitus Tipo Il (Vignini y col. 2013).

Finalmente, para concluir con los factores de riesgo metabdlicos, cabe
destacar que tras abordar la obesidad, la hipercolesterolemia y la diabetes por
separado, el conocido Sindrome metabdlico, que engloba estas 3 patologias,

también se ha descrito como factor de riesgo en la EA (Watts y col. 2013).
Factores de riesgo relacionados con el estilo de vida:

e Estrés; Hay cada vez mas estudios que demuestran una posible relacién
entre el estrés cronico, los acontecimientos vitales adversos o el estrés post-
traumatico y la predisposicion para padecer EA. De hecho, el hipocampo, regién
cerebral muy afectada en la EA, es la estructura cerebral que mas se ha
relacionado con los efectos nocivos del estrés (Bremner y col. 2000; Sapolsky
2000). Se cree que los efectos adversos del estrés en esta region cerebral son
mediados principalmente por los receptores de glucocorticoides de baja afinidad,
ocupados por las hormonas adrenales que se encuentran en altas concentraciones
en situaciones de estrés. En situaciones del estrés cronico, la alteracion del eje
Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal (HPA) y por tanto de los niveles de cortisol se
asocia con dafio cerebral, con atrofia de las células piramidales de la region CA3
del hipocampo, y con un descenso en la neurogénesis de células granulares lo cual
lleva a una reduccion del volumen hipocampal (Sapolsky 1996; McEwen 1999). Por
ello, diferentes modelos animales de estrés han sido utilizados para el estudio de la
EA como el estrés prenatal, la separacion materna o el protocolo de estrés crénico

suave. Finalmente, ha sido descrito que una situacion de estrés crénico en animales
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afosos causa deterioro cognitivo y un aumento en la patologia sinéptica y amiloide,

un situacion muy similar a lo que ocurre en la EA (Solas y col. 2010).

eTabaco: El ser fumador en el momento de inicio de los sintomas de
Alzheimer o el haberlo sido con anterioridad multiplica por cinco el riesgo de
padecer la EA (Launer y col. 1999). Este riesgo puede estar modulado por el alelo
¢4 de ApoE (McCaddon y col. 2002).

o Alcohol: El consumo excesivo de alcohol puede aumentar la probabilidad
de padecer demencia (Anstey y col. 2009). Sin embargo, su consumo social puede
ser beneficioso para el enfermo en las fases iniciales de la enfermedad (Ruitenberg

y col. 2002) o incluso puede tener una cierta accion protectora (Huang y col. 2002).

Inflamacién:

En cerebros de personas ancianas sanas pueden aparecer pequefios
signos de inflamacién que podrian considerarse normales debidos a la edad de la
persona. Sin embargo, en cerebros de EA la neuroinflamacién es un claro signo
patélogico y molecular. La inflamacién se constata en el cerebro como una fuerte
activacién de la poblacion celular de la glia, compuesta por oligodendrocitos,
astrocitos y células microgliales. Existen evidencias de que diferentes péptidos de
naturaleza amiloide pueden activar tanto los astrocitos como la microglia (Hu y
col. 1998). Esta activacion mediaria, al menos en parte, la neurotoxicidad
provocada por péptidos AB (Garwood y col. 2011). Diversos estudios han
observado que la activacién de astrocitos y de la microglia es diferencial segun la
forma en la que se presente el péptido AB (oligdmeros, fibras y placas) tanto en
modelos celulares (Sondag y col. 2009) y modelos animales de EA (Heneka y col.
2005) como en humanos (Cagnin y col. 2001). Ademas, existen trabajos que
hacen referencia a la aparicién de potentes procesos inflamatorios muy agudos
alrededor de las placas seniles y ONFs, y que posiblemente estos procesos sirvan
para el aclaramiento patologico (Lee and Landreth 2010). En los ultimos afios se

viene postulando la hipdtesis de que procesos neuroinflamatorios crénicos
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favoren el desarrollo patoldgico y la aceleracion de la aparicion de los sintomas de
la EA.

2. Factores protectores en la Enfermedad de Alzheimer

Los factores de riesgo son factores que podrian inducir una susceptibilidad adicional
a padecer la enfermedad, pero existen también otros factores que podrian reducir esa
susceptibilidad o incluso podrian participar en una posible prevencién de la EA; son los
denominados factores protectores. Estos factores podrian contrarrestar el efecto de ciertos
factores de riesgo o bien actuar directamente sobre los signos patolégicos de la EA. Los
principales factores protectores descritos hasta el momento son la dieta, una alta actividad

fisica, el desarrollo de las habilidades sociales y finalmente una alta actividad intelectual.

2.1. Alimentacion, dieta y antioxidantes

Esta bien asentada la base racional biologica del uso de antioxidantes en la
prevencion y tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas (Packer y col. 1999). Se
han descrito acciones protectoras contra la EA de nutrientes como la vitamina E, vitamina C
(Farina y col. 2012), &cido lipoico, coenzima Q10, glutation, polifenoles (Choi y col. 2012) y
algunos extractos de plantas (Hwang y col. 2012) en ocasiones ingeridas en solitario y en
otras ocasiones en combinacion con otras en forma de lo que se denominan dietas anti-
oxidantes (Wiscott y col. 2001). Existen ademas, estudios en los que la dieta mediterranea
muestra efectos beneficiosos en enfermedades que son factores de riesgo de la EA (Estruch y
col 2013).

No obstante, también aqui hay necesidad de realizar estudios epidemiolégicos
prospectivos adecuados para aclarar el papel de la alimentacion en el riesgo o proteccion

frente a la EA.
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2.2. Actividad fisica

La relevancia de la actividad fisica continua estando a debate, debido a que muchos
protocolos de actividad fisica también incluyen actividades de componente social y mental. De
todas formas, en seres humanos se acepta que el ejercicio fisico regular, incluso de baja
intensidad (como caminar), esta asociado a un menor riesgo de demencia y deterioro cognitivo
(Larson y col. 2006).

Por lo tanto, una vida fisicamente activa contribuye al correcto funcionamiento
fisiolégico del organismo, e incluso es capaz de atenuar o eliminar la aparicién de algunas
enfermedades que, como antes hemos apuntado, constituyen factores de riesgo en la EA,
como la obesidad, la hipertension o la hipercolesterolemia. Tanto estudios en animales como
en humanos han demostrado que una actividad fisica moderada o alta tiene un efecto

protector ante dichos factores de riesgo (Varady y Jones 2005).

A medida que se ha confirmando la implicacién de los factores de riesgo en la mayor
parte de los casos de EA, la actividad fisica ha conseguido paulatinamente ganar un mayor
protagonismo en la proteccion ante el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Por
ejemplo, se ha estudiado que el ejercicio fisico disminuye significativamente los microinfartos

cerebrales (detectados en cerebros de EA) (Fernandes y col. 2012).

En los Ultimos afios se ha intentado estudiar el efecto del ejercicio fisico, tanto en
humanos como en animales, en el riesgo de padecer demencia y EA (Radak y col. 2010).
Para ello, se han utilizado protocolos que en la mayoria de los casos no se han limitado al
ejercicio fisico, sino que se han utlizado modelos de “enriquecimiento ambiental”
(environmental enrichment en inglés, EE). Estos modelos utilizan toboganes, ruedas y otros
juguetes, de manera que crean un ambiente enriquecido y fomentan el ejercicio fisico
(Sztainberg y Chen 2010) (Figura 9).
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Fig. 9. Jaula empleada en los protocolos de
Enriquecimiento Ambiental. Jaula dotada con los
objetos necesarios para aplicar el protocolo de EE a
los animales de experimentacion. Consta de varios
objetos, la mayor parte de los cuales pueden
considerarse juguetes. En color rosa y en amarillo se
observan dos ruedas gracias a la cual los animales
realizaran ejercicio fisico. El protocolo de EE
emularia asi los factores de ejercicio fisico y el
componente de ocio. Sin embargo, no emularia la
estimulacion cognitiva propiamente intelectual o
educacional (Adaptado de Sztainberg y Chen 2010).

En modelos experimentales, los protocolos de EE han demostrado que la actividad
fisica es capaz de atenuar o disminuir el déficit cognitivo y pérdida de memoria (Verret y col.
2013) inducida tras la administracion de AP oligomérico (Li y col. 2013) o por el estrés de una
separacién materna (Xie y col. 2012). Ademas, el EE también disminuye significativamente los
niveles de marcadores patologicos de EA (AB y Tau hiper-fosforilada) (Lahiani-Cohen y col.
2011; Maesako y col. 2012), aumenta la neurogénesis (Mustroph y col. 2012; Speisman y col.
2013) atenua la inflamacién (Stranahan y col. 2012), y todo ello podria contribuir a una mejora

cognitiva en modelos animales de la EA (Maesako y col. 2012).

El mecanismo mediante el cual se produce esta mejoria no esta claro hasta la fecha,
pero parece ser que podria mediar la potenciacion sinéptica y la mejora de mecanismos de
plasticidad sinaptica. Los factores neurotréficos tendrian un papel fundamental en la
potenciacién y plasticidad sinaptica y, de hecho, se han observado aumentos significativos en
diferentes factores neurotréficos al aplicar este tipo de protocolos (Bechara y Kelly 2013; Birch
y col. 2013; Fares y col. 2013).

La utilizacién de estos protocolos serian vélidos para realizar emular un
enriquecimiento social/fisico de seres humanos. Sin embargo, en estos protocolos no se
aborda la estimulacion intelectual, educacional u ocupacional, factor de extrema relevancia en
el estilo de vida de los seres humanos. Por eso, analizaremos este tipo de factores en el
préximo apartado de la presente memoria.
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2.3. Actividad intelectual, educacional u ocupacional. Reserva cognitiva.

Se habia estudiado mucho la influencia de la educacion, nivel de estudios o afios de
aprendizaje sobre la aparicién o no de EA en la vejez pero, entre los factores de estilo y
habitos de vida, no se habia prestado atencién hasta hace poco a la participaciéon de cada
sujeto en actividades intelectuales y fisicas durante su vida adulta. Al investigar estas
actividades en términos de variedad e intensidad, pudo comprobarse que una mayor actividad

se correspondia con menor riesgo de padecer EA (Danner y col. 2001).

Estudios epidemiolégicos han sugerido que los individuos con mayor coeficiente
intelectual, alta exigencia educacional, como podria ser una prolongada vida académica, el
mantenimiento de un nivel ocupacional elevado, o la participacion en actividades de ocio
tienen un menor riesgo de desarrollar EA (Stern 2006) y otras demencias relacionadas, como

la demencia frontotemporal o la esquizofrenia (Kontis y col. 2013).

Una alta actividad cerebral, debido a cualquiera de las razones expuestas
anteriormente (actividad ya sea intelectual o fisica), podria estar potenciando las sinapsis
neuronales, induciendo neurogénesis e incluso creando nuevas redes neuronales (van Praag
y col. 2000; Brown y col. 2003). Podria también potenciar mecanismos de desarrollo y
diferenciacién neuronales, como factores neurotréficos (BDNF) (van Praag y col. 2000)
confiriendo una resistencia natural a los eventos apoptoéticos que sufren los cerebros de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas (Liu y col. 2013). Esta corriente de

pensamiento se ha unificado con el término de “reserva cognitiva”.

La reserva cognitiva esta condicionada por factores pasivos o genéticos (volumen
cerebral inicial, nimero de neuronas en el desarrollo, etc...) y por la estimulacion cerebral
desarrollada a lo largo de la vida o reserva activa (alto nivel educacional, resolucion de
problemas diferentes en la vida cotidiana, etc...). Se postula que una mayor reserva cognitiva
permitiria enmascarar durante mas tiempo los sintomas de la EA y otras demencias
manteniéndo sus sintomas y manifestaciones en un nivel subclinico (que no se manifiestan)
(Stern 2012), por lo que constituiria un factor que retrasa la apariciéon de la enfermedad
aunque el desarrollo patolégico de la enfermedad se hubiera estableciendo igualmente (Figura
10).
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Realmente, la mayor parte de las evidencias en torno a esta teoria provienen de
estudios epidemiologicos. No existen estudios empiricos llevados a cabo en modelos
experimentales que demuestren esta teoria, y mucho menos, no existen evidencias
mecanisticas. Para estudiar los posibles efectos de un alta reserva cognitiva se deberia inducir

una estimulacion cognitiva en modelos animales durante una etapa temprana en la vida.
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Figura 10. Implicaciones clinicas de la reserva cognitiva en pacientes de EA. Pacientes con baja reserva
cognitiva podrian manifestarse como clinicamente dementes cuando la patologia de EA es leve. Mientras que,
con el mismo grado de patologia, pacientes con una reserva cognitiva mayor serian clinicamente normales.
En un grado de patologia suficientemente alto ambos grupos aparecerian como clinicamente dementes.
Aunque todavia en el grupo de alta reserva cognitiva la enfermedad se manifestaria con menor severidad,
MCI= Deterioro cognitive leve; EA= Enfermedad de Alzheimer. (Adaptado de Stern 2012)

3. Implicaciéon de las neurotrofinas en la Enfermedad de
Alzheimer

Uno de los principales signos patolégicos de la EA junto con la patologia amiloide y
patologia Tau es la pérdida de neuronas y sinapsis. Los factores neurotréficos o neurotrofinas
son biomoléculas que juegan un papel clave en la potenciacion sinéptica y la supervivencia
neuronal. Sin embargo, para cumplir las funciones neuronales son necesarias otras proteinas
implicadas también en la sinapsis, sin las cuales la accion de los factores neurotréficos no

serian suficientes. Por eso, en este apartado antes de centrarnos en la accién y papel en la
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EA de los factores neurotréficos, se estudiara la implicacion y las posibles consecuencias de

esta pérdida y disfuncidn neuronal, bajo la denominacion de patologia sinaptica.

3.1. Patologia sinaptica

La pérdida y disfuncion sinaptica, y la presencia de ONFs, son las caracteristicas
fisiopatologicas de la EA que mejor correlacionan con el grado de déficit cognitivo (Terry
2000). La degeneracion sinaptica que se produce en la EA se caracteriza por una
degeneracién progresiva de terminales axénicas (Scheff y col. 2007), una disminucién en la
expresion de proteinas pre y postsinapticas (Almeida y col. 2005; Ardiles y col. 2012),
alteraciones en el nimero y estructura de espinas dendriticas (Blanpied y Ehlers 2004;
Knobloch y Mansuy 2008). Esta pérdida sinaptica pone en marcha multitud de mecanismos de
compensacion en las terminales axoénicas para evitar en la medida de lo posible sus efectos
negativos sobre la neurona y su comunicacion con otras neuronas (DeKosky y Scheff 1990;
Scheff y Price 1993; Scheff y col. 1993).

A pesar de que no estan claros los mecanismos patoldgicos que conducen al dafio
sinaptico en la EA, el AB parece jugar un papel clave. La acumulacion del péptido AB
intraneuronal parece ser uno de los principales responsables de la disfuncion sinaptica que se
produce en la EA (Parodi y col. 2010), y que se correlaciona con el déficit en los fenémenos de
aprendizaje y memoria que se observan en diferentes modelos animales de la EA (Westerman
y col. 2002). Diferentes investigaciones han revelado que las formas solubles del mismo son
capaces de deprimir la transmision sinaptica a través de mecanismos similares a la depresién
a largo plazo (LTD), induciendo la fosforilacion de los receptores glutamatérgicos tipo AMPA y

su endocitosis (Hsieh y col. 2006).

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

més consistentemente han sido relacionados con la patologia de EA:
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- Sinaptofisina

La liberacién de neurotransmisores es un proceso altamente regulado y que
comprende varios pasos: la direccién de las vesiculas sinapticas 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). Una de las
proteinas claves y de las que mas se expresa en este proceso es la sinaptofisina (Rehmy col.
1986). La sinaptofisina fue la primera proteina de vesicula sinaptica 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 expresion de proteinas sinapticas. Sin embargo no se
conocia su funcion exacta hasta que un estudio revel6 que regula la cinética de endocitosis de
las vesiculas sinapticas (Kwon y Chapman 2011). Por lo tanto, se trata de una proteina clave
en la liberacién de neurotransmisores y como consecuencia también para procesos como LTP,
aprendizaje y memoria. Ademas ratones “knockout’ para esta proteina presentan una

acentuada disminucion de los procesos de plasticidad sinaptica (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 avanza la enfermedad (Masliah y col. 1992).
- Proteina de la densidad post-sindptica PSD95

El AB juega un papel importante en el deterioro de los fendomenos de transmision
sinaptica mediada por los receptores glutamatérgicos, ya que ademas de reducir su expresion,
también es capaz de disminuir su internalizacién en membrana dificultando su estimulacién
tras la liberaciéon presindptica de glutamato. Este fenomeno bloquearia las vias de
sefalizacién dependientes de los receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA, que son

esenciales para los procesos de aprendizaje y memoria.

PSD95 participa en los procesos de remodelacion, maduraciéon y plasticidad
sinaptica, regulando el reclutamiento y anclaje de las subunidades de los receptores

glutamatérgicos (tanto NMDA como AMPA), orientandolos adecuadamente mediante
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interacciones con proteinas del citoesqueleto, garantizando la correcta regulacion de las vias
de sefializacién activadas por ellos (Niell y col. 2004; Ehrlich y col. 2007) (Figura 11). Por
tanto, PSD95 es esencial para la sinapsis y los procesos de plasticidad sinaptica que implican
cambios en la transmision glutamatérgica como los asociados a fenémenos de aprendizaje y
memoria. Por la estrecha relacion entre el PSD95 y la funcion cognitiva, diversos grupos han
estudiado la expresién de esta proteina en cerebros de EA y han observado una disminucién
de sus niveles tanto en la corteza como en el hipocampo de pacientes con MCI o EA (Love y
col. 2006; Rukhsana y col. 2010).

- Receptores NMDA

En la sinapsis, iones como sodio (Na*), calcio (Ca?), potasio (K*) o magnesio (Mg?)
juegan un papel fundamental (Li y Tsien 2009), por lo que es necesaria la presencia de
canales idnicos que regulen el flujo de estas sustancias. Los receptores de NMDA se
contituyen como complejos proteicos. Tipicamente, el complejo receptor NMDA esté formado
por diferentes subunidades. Concretamente, 2 subunidades de tipo NR1 (tiene 8 subtipos) y

otras 2 NR2 (tiene 4 subtipos). Las subunidades NR3 son menos comunes (Petralia 2012).

Funcionalmente son receptores ionotrdpicos de glutamato. Esto permite el flujo de
iones de Na+ y Ca% (hacia dentro de la célula) y de K+ (hacia fuera de la célula). La
regulacion del flujo iénico de Ca%* en la sinapsis le otorga un papel fundamental en la
plasticidad sinaptica y por tanto en procesos de aprendizaje y memoria (Paoletti y Neyton
2007). Ademas, los receptores NMDA se caracterizan por ser receptores ligando-
dependientes. Los ligandos que requieren estos receptores para su funcionamiento son el
glutamato (con afinidad por las subunidades NR2), y serina o glicina (con afinidad por las
subunidades NR1 o NR3) (Petralia 2012).

Tanto en modelos animales como en pacientes de EA los niveles de expresién de
estas subunidades proteicas se encuentran disminuidos (Hynd y col. 2004; Thomas y col.
2006). Ademas, se ha observado que el péptido AB inhibe la endocitosis y trafico de las

subunidades, afectando por tanto a la sinapsis (Durakoglugil y col. 2009).

33



Introduccion

-Arc

La LTP es un proceso esencial para el aprendizaje y la formacion de la memoria

(Bliss y Collingridge 1993; Martin y col. 2000). Para una LTP duradera es fundamental la

expresion de mRNA y sintesis de nuevas moléculas que reorganicen la estructura y la

composicion molecular en el lugar de la sinapsis (Goelet y col. 1986; Sheng y Kim 2002;

Pocklington y col. 2006). Para la consolidacion de nuevas sinapsis es necesaria la expresion

de nuevas proteinas, proporcionando mecanismos para convertir esa sinapsis en persistente.

Se han identificado numerosos genes de activacién temprana que podrian participar en esta

funcién (Nedivi y col. 1993; Qian y col. 1993; Yamagata y col. 1993). De entre todos ellos, se

ha observado que la induccion de la expresién de la proteina Arc (activity-requlated

cytoskeleton associated protein) en las dendritas tras una estimulacion es necesaria para el

mantenimiento de la LTP (Link y col. 1995; Lyford y col. 1995; Kuhl y Skehel 1998).
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Fig. 11. Representacion de la sinapsis. Se pueden observar algunas de las proteinas mas importantes de la
sinapsis. La terminal pre-sinaptica es la representada en la parte superior, pudiéndose observar las vesiculas
glutamatérgicas. Mientras que la terminal post-sinaptica es la representada debajo, donde se observa el
complejo PSD95, asi como los receptores NMDA y AMPA fundamentalmente. (Adaptado de (Ng y col. 2009))
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La consolidacién sinaptica inducida por Arc depende de la actividad de los receptores
NMDA de glutamato y de la cascada de sefializacion intracelular de las MAP kinasas
(MAPK/ERK) (Waltereit y col. 2001). Es destacable también la relacion directa existente entre
los cambios en Arc y el procesamiento de informacion en el cerebro (Guzowski y col. 1999).
Arc juega un papel importante en la formacion de la memoria y, por ello, la expresién de esta
proteina ha sido utilizada para describir las vias neuronales que permiten el procesamiento de
la informacién, la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la consolidacion de la memoria
(Guzowski y col. 2001; Mahlke y Wallhausser-Franke 2004; Burke y col. 2005; Zou y Buck
2006). Ademas, se ha visto que en cerebros de EA, en concreto en las neuronas que
contienen ONFs, los niveles de Arc disminuyen (Ginsberg y col. 2000), lo que podria estar

dificultando la consolidacion sinaptica en estas neuronas.
- Wnt/B-Catenina

La funcién de la cascada de sefializacion de Wnt en la sinapsis ha sido ampliamente
estudiada (Toledo y col. 2008). Su funcién comienza en el desarrollo cerebral (Ciani y Salinas
2005) y es también crucial para la LTP y la plasticidad sinaptica en el cerebro adulto (Chen y
col. 2006). Actualmente se conocen 19 ligandos Whnt. Cuando cualquiera de estos ligandos se
une a su receptor, denominado “Frizzled”, se produce la activacion de la via que culmina en la
inactivacion de GSK3p. Esta enzima, cuando estd activa, a su vez fosforila y promueve la
degradacién de la proteina B-catenina, proteina que ancla el citosqueleto a la membrana
celular. La inactivacion de GSK3p evita la degradacion de B-catenina, por lo que tiene un
papel destacado en los procesos de plasticidad sinaptica. Por el contrario, en ausencia de
Wht, los niveles de B-catenina disminuyen, debido a que se fosforila (mediante GSK3p y CK1)
(Chen y col. 2000) y posteriormente se degrada en el proteosoma (Dale 1998; Logan y Nusse
2004).

La via Wnt ha sido relacionada con muchas enfermedades neurodegenerativas como
la esquizofrenia o la EA y enfermedades neuropsiquiatricas como el autismo (Moon y col.
2004). En cerebros de EA se ha encontrado una mayor actividlad GSK3B y, como
consecuencia, niveles disminuidos de B-catenina (Pei y col. 1999). También se observan
niveles reducidos de esta proteina en cerebros de pacientes de EA que portan la mutacion de

la PS1 (Zhang y col. 1998). Diversos estudios también proponen la posible relacién entre la
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neurotoxicidad inducida por AB y unos menores niveles de P-catenina citoplasmaticos,
sugiriendo que una pérdida sostenida de la funcion Wnt podria estar involucrada en la

toxicidad neuronal observada en la EA (De Ferrari y Inestrosa 2000; Inestrosa y col. 2002).
- Factores Neurotroficos (o Neurotrofinas)

Este punto se desarrolla a continuacién, en el punto 3.2. de la presente introduccion.

3.2. Factores Neurotroficos

Las neurotrofinas son moléculas que pertenecen a la familia de los factores de
crecimiento y se secretan a la matriz extracelular para promover la supervivencia,
diferenciacién y desarrollo celular (Bibel y Barde 2000). Existen diferentes factores
neurotréficos como NGF, Neurotrofina 3 (NT-3), Neurotrofina 4 (NT-4) y BDNF. La principal
diferencia entre los factores neurotréficos es la distribucién tisular y el receptor mediante el
que promueven sus efectos. En este sentido, todas ellas se unen de manera no selectiva al
receptor p75NTR, aunque también se unen de manera selectiva a la familia de receptores Trk.
En concreto, NGF se une a TrKA, BDNF y NT-4 se unen a TrkB y NT-3 tiene afinidad por
TrkC.

Sin embargo, de entre todas las neurotrofinas, en este trabajo de investigacion nos
centraremos en BDNF, ya que destaca como regulador de la plasticidad sinéptica, la
supervivencia y diferenciaciéon neuronal y por su amplia distribucién en el SNC. Es también
una diana clave para el desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades
neurodegenerativas (McCaddon y col. 2001). Sin embargo, también cumple funciones
importantes en el sistema periférico, como por ejemplo en el sistema cardiovascular (Tasci y

col. 2012) o en los tejidos grasos (Cao y col. 2011).

En el SNC, BDNF es crucial para la transmisién dopaminérgica (Guillin y col. 2001),
glutamatérgica (Carvalho y col. 2008) y serotonérgica (Mossner y col. 2000). Ademas tiene un
papel importante en la plasticidad sinaptica, asi como en procesos cognitivos y formacion de

nuevas memorias (Schinder y Poo 2000).
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3.2.1. Sintesis y procesamiento.

BDNF se sintetiza inicialmente en el reticulo endoplasmatica como proteina
precursora denominada proBDNF de 31 Kda, la cual sufre un corte proteolitico para formar
bien una proteina de 28 Kda, llamada BDNF truncada, o bien BDNF maduro (mBDNF), una
proteina de aproximadamente 13,5 Kda. mBDNF se obtiene a través del procesamiento
proteolitico de proBDNF mediante proteasas como Furina, en el compartimiento Golgi (Mowla
y col. 2001), y plasmina (Pang y Lu 2004) o la metaloproteasa 7 (MMP-7) (Lee y col. 2001) en
el espacio extracelular. En condiciones fisioldgicas, mBDNF se encuentra formando un dimero
de unos 27 Kda (Carlino y col. 2012). Por otro lado, para obtener el fragmento de BDNF
truncado, proBDNF es procesado por una proteinasa de membrana unida al factor de
transcripcion 1 (SKI-1) (Seidah y col. 1999). Esta isoforma de BDNF truncada no puede
procesarse para dar mBDNF (Figura 12).

3.2.2. Efecto dual de BDNF (proBDNF vs mBDNF)

BDNF ha sido definido clasicamente como una molécula que promueve la
supervivencia neuronal. Sin embargo estudios recientes demuestran que BDNF tiene una
funcién dual, puesto que proBDNF es una biomolécula activa que puede desempefiar
funciones bioldgicamente opuestas a mBDNF (Greenberg y col. 2009). Por otro lado, hasta el
momento no se ha encontrado ninguna funcién especifica para BDNF truncado, aunque ya
existen estudios que aseguran que sus niveles e encuentran alterados en enfermedades

neuropsiquiatricas (Dwivedi 2012).
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Figura 12. Formas proteoliticas de

BDNF: Procesamiento y efectos BDNF Truncado = 28 Kda
fisiolégicos en neuronas. Tras el
corte proteolitico de proBDNF con
SKI-1, obtenemos BDNF truncado. El
corte de proBDNF con plasmina,
MMP-7 o furina nos dara como
resultado mBDNF. ProBDNF vy
mBDNF son moléculas
biolégicamente activas y ejercen
funciones opuestas (adaptado de
Carlino 2012).

mBDNF = 14 Kda

El efecto dual de BDNF depende de los receptores a los que se unen estas
moléculas. La unidn especifica de mBDNF a TrkB promueve efectos como la supervivencia
celular e induce LTP tanto “in vitro” (Patterson y col. 1992) como “in vivo” (Costa-Mattioli y col.
2007; Raymond 2007). Sin embargo, la activacién del receptor p75NTR debido a proBDNF o a
altos niveles de mBDNF induce la activacion de sefiales apoptoticas (Teng y col. 2005;
Koshimizu y col. 2009) y procesos de LTD (Woo y col. 2005). Ademas, ha sido demostrada la
asociacion de LTP con el procesamiento de proBDNF a mBDNF (Scamuffa y col. 2006)(Figura
13).

En pacientes de EA y otras demencias, los niveles de mBDNF aparecen disminuidos
en corteza prefrontal (Weickert y col. 2003; Peng y col. 2005), lo que podria preceder al
deterioro cognitivo que presentan estos pacientes. Con respecto a los niveles de proBDNF,
existen tanto estudios que mostraron niveles disminuidos como otros que no detectaron
cambios (Weickert y col. 2003; Peng y col. 2005). Ademas, Wong y cols (Wong y col. 2010)

describieron una correlacion positiva de la edad con proBDNF y no con mBDNF.

38



Introduccion

(1 Supervivencia y l
~a Ca?'T Transcripcion de
. genes v
Apoplosis !

Figura 13. Sefializacion dual de los diferentes cortes -
proteoliticos de BDNF. proBDNF activa el receptor
p75NTR, actia sobre JNK, que lleva a apoptosis. CREB
mBDNF activa el receptor TrkB que actiia sobre Akt

y Erk, promoviendo la supervivencia y transcripcion
de genes (Adaptado de Cunha, 2010) — |

En definitiva, el equilibrio de los niveles de las diferentes formas de BDNF es lo que
determinara el efecto de esta molécula sobre el organismo, y por ello, el coeficiente entre

mBDNF y proBDNF podria ser una variable fundamental a tener en cuenta.
3.3. Procesamiento proteolitico de BDNF: sistema PAI-1-tPA-Plasmina

El activador tisular del plasmindgeno (tPA) es una proteina proteolitica que pertenece
a la familia de las serin-proteasas y se expresa fundamentalmente en las células endoteliales.
La funcién principal del tPA es la de promover la ruptura de los coagulos de fibrina en el
endotelio vascular. Es por ello por lo que se utiliza en clinica para tratar enfermedades

vasculares, como el infarto de miocardio, el ictus o isquemia cerebral.

La funcién clasica del tPA se desarrolla en el proceso de coagulacion de la sangre.
Especificamente, el tPA cataliza la conversion de plasmindgeno a plasmina. Lo hace
rompiendo la cadena Unica del plasmindgeno en dos cadenas. Estas dos cadenas estan
unidas por un enlace disulfuro y la molécula resultante se denomina plasmina. Sera ésta

ultima la que rompa los coagulos de sangre o fibrina. Cuando el organismo sufre una lesion se

39


Fernando
Rectángulo


Introduccion

sintetiza y secreta el tPA para desbloquear la oclusién producida por la formacion de un

trombo.

La reduccién de la actividad enzimatica de tPA provoca hipofibrinolisis, lo que puede
provocar una trombosis o embolismo al formarse codgulos de sangre. Sin embargo, el
incremento excesivo de actividad enzimatica provoca hiperfibrinolisis o falta de coagulacion,
que se manifiesta con hemorragias, principal efecto adverso del tratamiento con tPA
recombinante, por lo que es muy importante la dosis y frecuencia con la que se administra.
También se ha propuesto administrar tPA recombinante junto con otros tratamientos para
optimizar sus efectos beneficiosos y minimizar sus efectos adversos, como terapia combinada
con factores neurotréficos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o
proteasas como MMP-9 (Adibhatla y Hatcher 2008).

La plasmina, ademas de disolver los coagulos de fibrina, tiene otros sustratos sobre
los que actla, uno de ellos es proBDNF (Pang y col. 2004). Ademas, la propia proteina AP se
ha postulado como sustrato de plasmina, con lo que podria ser un posible tratamiento de la EA

debido a su poder de aclaramiento de AP (Jacobsen y col. 2008; Martorana y col. 2012).

Existen otros tipos de activadores del plasmindégeno, como el uPA, pero la presencia
de tPA es mas generallizada en el SNC. Se he encontrado una alta expresién de tPA durante
el desarrollo cerebral embrionario, por lo que parece jugar un papel importante en la

plasticidad sinaptica.

La implicacion de tPA en la modulacién de los niveles de factores neurotréficos se ha
estudiado en modelos “in vitro”, en los que, por ejemplo, se han observado incrementos en la
expresion de proteinas integrantes de las vias de sefializacion de neurotrofinas como PI3K/Akt
0 Raf/MEK/ERK (Lee y col. 2007). También se ha observado experimentalmente que el
silenciamiento de tPA, al igual que el de BDNF, lleva a una inhibicién de LTP y produce

deterioro cognitivo (Pang y Lu 2004).

Por otro lado, estudios recientes han mostrado que en un elevado porcentaje de
enfermos de EA se han detectado pequefios accidentes cerebrovasculares o microinfartos (De
Reuck y col. 2012). En este sentido, en modelos animales de EA, la inactivacion de tPA

produce un aumento de los depositos de fibrina, probablemente porque A interactia con la
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fibrina e induce su oligomerizacion (Ahn y col. 2010), lo que se traduce en mayor dafio

neurovascular y neuroinflamacion (Paul y col. 2007).

PAI-1 es una proteina que se secreta a la matriz extracelular y cuya funcién mas
importante es la de regular la coagulacion y fibrindlisis mediante la inhibicion de tPA.
Pertenece a la superfamilia de los inhibidores de serin-proteasas (serin-protease inhibitor, o
serpin, del inglés) por lo que también es conocida como serpine-1 o neuroserpina. La
naturaleza de la unién entre ambos condiciona el efecto fisioldgico de su inhibicion, ya que la
unién de PAI-1 y tPA se trata de una unidn estable, promovida en primera instancia por un
enlace covalente entre el extremo amino-terminal de la proteasa y la lamina B central de PAI-
1. Esta union induce grandes cambios conformacionales tanto en PAI-1 como en tPA. El
resultado es la formacién de un complejo proteico que inactiva tPA irreversiblemente (Shore y
col. 1995).

Fisiologicamente, PAI-1 cumple otras funciones participando en procesos como la
remodelacion de la matriz extracelular, la angiogénesis (Teng y col. 2012) o adipogénesis y

miogénesis a partir de células madre (Hadadeh y col. 2012).

Los niveles de PAI-1 estan aumentados en patologias como obesidad (Kenny y col.
2013), la ateroesclerosis (Meijer y col. 2012), el sinfrome metabdlico e inflamacion (Yoshida y
col. 2006), todas ellas patologias definidas como factores de riesgo de la EA. Sin embargo,
PAI-1 también esta aumentado en otras patologias como cancer (Chorostowska-Wynimko y
col. 2004).

En el SNC, PAI-1 aumenta sus niveles de expresion y la inhibicion de tPA de manera
muy significativa en casos de isquemia cerebral (Zhang y col. 1999). De hecho, un estudio
revela la influencia del sistema PAI-1-tPA-Plasmina en modelos “in vitro” de dafio cerebral
(Kim y col. 2011). Otro trabajo reciente ha mostrado que la inhibicion de tPA, mediante la
formacion del complejo tPA-PAI-1, potencia la patologia vascular en un modelo murino de
isquemia cerebral (Sashindranath y col. 2012). En pacientes con accidentes
cerebrovasculares los niveles de PAI-1 estan aumentados (Abdullah y col. 2009; Montaner
2009; Xin y col. 2010). Ademas se han descrito polimorfismos del gen que codifica la proteina
PAI-1, que aumentan la susceptibilidad de padecer ictus (Lin y col. 2009; Balcerzyk y col.
2011; de Paula Sabino y col. 2011).
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En pacientes de EA la funcionalidad del sistema PAI-1-tPA-Plasmina esta disminuida.
En concreto, los niveles y actividad de PAI-1 estan aumentados, mientras que la actividad de
tPA, y a su vez, plasmina, estd fuertemente disminuida. Ademéas de la actividad también
disminuyen los niveles de tPA y plasmina en enfermos de EA (Fabbro y Seeds 2009). Estudios
realizados en liquido cefalorraquideo de pacientes con EA sugieren PAI-1 como posible diana
terapedtica de la EA (Craig-Schapiro y col. 2011), mientras que otros estudios no han
constatado los mismos resultados y no han detectado diferencias significativas en el sistema
PAI-1-tPA-Plasmina en la EA, debido en parte a la dificultad de detectar plasmina en liquido

cefalorraquideo (Martorana y col. 2012).

El sistema PAIl-1-tPA-Plasmina podria influir en la patologia de la EA mediante 2
mecanismos de accion diferentes. En primer lugar, como ya ha sido descrito anteriormente,
AP es sustrato de plasmina, por lo que la activacion de PAI-1 inhibiria la formacion de
plasmina e imposibilitaria el aclaramiento de AB. En este sentido, se ha detectado que el
silenciamiento de PAI-1 provoca una reduccién de placas de amiloide en animales modelos de
EA (Liu y col. 2011), induciendo ademas una importante mejora en la memoria espacial de
estos animales (Fabbro y col. 2011). En segundo lugar, el sistema PAI-1-tPA-Plasmina podria
favorecer el procesamiento de factores neurotréficos, como NGF (Allard y col. 2012) y BDNF
(Hsu 'y Tsai 2010), aumentando la disponibilidad de la forma madura a partir de la precursora,
al menos en modelos de estrés, como el modelo de estrés prenatal (Neeley y col. 2011). La
accién del sistema PAI-1-tPA-Plasmina ejerce a través de mBDNF, los efectos beneficiosos
tanto en plasticidad sinéptica, diferenciacion celular, como en LTP e incluso en memoria y

cognicioén.

Por lo tanto, la modulacion del sistema PAI-1-tPA-Plasmina podria considerarse una
potencial diana terapedtica para el tratamiento de la EA y otras demencias relacionadas, mas

aun por su doble accion de aclaramiento de AP y potente inductor de factores neurotréficos.
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Hipoétesis y Objetivos

Debido al progresivo envejecimiento de la poblacién, las enfermedades
neurodegenerativas estan adquiriendo una impacto social muy importante. La enfermedad

neurodegenerativa de mayor prevalencia es la EA.

La etiologia de la EA puede ser de origen genético. Estos casos se denominan FAD y
suponen del 1-5% de los casos totales. La mayor parte de los casos (alrededor del 95-99%),
se denomina EA esporadica y su aparicion estd asociada a factores de riesgo. El mas
importante de los factores de riesgo descritos es la edad. Sin embargo, factores relacionados
con el estilo de vida pueden, por el contrario, pueden conferir proteccion frente a los cambios
patolégicos ocasionados por la propia enfermedad o por algunos de los factores de riesgo

descritos.

Diferentes estilos de vida, como dietas saludables, actividad fisica e intelectual, son
los factores protectores mas importantes que pueden retrasar el comienzo de la enfermedad o
incluso ejercer una compensacion de los sintomas clinicos. Los mecanismos funcionales que
subyacen a estos factores protectores no se conocen con exactitud, aunque la nueva hipétesis
denominada “reserva cognitiva” consigue dar una explicacion. Esta hipotesis defiende que la
exposicidn continua a estos factores protectores durante la vida de un individuo implicaria la
generacién de circuitos neuronales redundantes que podrian compensar y relevar a los
circuitos que con la edad y la patologia se ven dafiados, y de esta manera, mantendria una

funcién cognitiva mas estable aun en circunstancias patolégicas.

En este sentido, estudios recientes con técnicas de neuro-imagen han confirmado
observaciones previas realizadas en autopsias de cerebros con EA de que existe una patente
disparidad entre los rasgos patoldgicos y los sintomas clinicos en ciertos casos. En esto
estudios se revela que comparando dos individuos con cerebros que muestran niveles
similares de patologia, uno podria estar demente mientras que el otro podria no manifestar

deterioro cognitivo.

Los trabajos que han abordado el estudio empirico de los factores protectores han
utilizado protocolos de “enriquecimiento ambiental” en modelos experimentales de estrés,
enfermedades neuro-psiquiatricas y EA y demencias relacionadas. En general, estos estudios

han mostrado cdmo el enriquecimiento ambiental ha conseguido retrasar y disminuir la pérdida
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de memoria y el deterioro cognitivo. Se ha descrito también que el enriquecimiento ambiental
puede reducir la expresion de signos patolégicos caracteristicos de la EA (patologia amiloide y
Tau). Entre los mecanismos propuestos por los que el enriquecimiento ambiental pudiera
gjercer sus efectos beneficiosos, ha sido descrito que induce un aumento en la expresién de
neurotrofinas, en particular BDNF. Dado el importante papel de BDNF en la funcién neuronal y
la plasticidad sinaptica, parece evidente que toda terapia, farmacoldgica o no, que induzca un
aumento en la expresion de BDNF podria tener un potencial terapéutico en el tratamiento de la
EA.

Sin embargo, es importante destacar que los protocolos de enriquecimiento ambiental
se han centrado especialmente en emular el efecto de la actividad fisica y los estimulos
sociales, dejando a un lado la actividad intelectual-cognitiva (humanos-ratones), como altos
niveles de educacion, especialmente importante en el caso de los seres humanos. Por eso, el
objetivo este trabajo de investigacion fue validar un protocolo con el que se pudiera simular
una estimulacion “intelectual’/cognitiva prolongada, como altos niveles de educaciéon en

humanos, en un modelo animal de EA (ratén Tg2576).
Por todo ello, los objetivos concretos de este trabajo fueron:

1. Crear y validar un nuevo modelo de estimulacion cognitiva en ratones. El desarrollo de
este objetivo queda reflejado en el capitulo 3. Para ello, se llevara a cabo la construccion de
diferentes laberintos del tipo Lashley, en los cuales los animales estaran condicionados a
aprender el camino adecuado para alcanzar un estimulo positivo. Este entrenamiento
cognitivo se realizara durante 8 semanas. Se comprobara que los animales consiguen
aprender y memorizar el camino. Para ello, se controlaran el nimero de errores cometidos y

se medira el tiempo en alcanzar el estimulo.

2. Estudiar el efecto de la estimulacion cognitiva sobre el déficit cognitivo y signos
patolégicos asociados a la EA en un modelo animal de esta enfermedad. El desarrollo de
este objetivo queda reflejado en el capitulo 3. Se emplearan animales que sobre-expresan la

proteina APP humana (hAPP) con mutacién sueca (ratdn Tg2576). Tras una exposicién

88



Hipoétesis y Objetivos

prolongada durante 8 semanas a un protocolo de estimulacién cognitiva, se llevaran a cabo

las siguientes medidas:

1) Se estudiara el estado cognitivo mediante pruebas de comportamiento tales como
el laberinto acuatico de Morris (MWM) y test de reconocimiento de nuevos objetos
(NORT).

2) Se caracterizara bioquimica e histolégica de los principales rasgos patologicos

asociados a la EA, como la disfuncion sinaptica y patologias amiloide y Tau.

3. Estudiar la influencia del procesamiento proteolitico de la neurotrofina BDNF en los
mecanismos protectores de la estimulacion cognitiva. El desarrollo de este objetivo queda

reflejado en el capitulo 4.

1) Se mediran los niveles de proBDNF, mBDNF en modelos “ex vivo” y “in vivo” de
amiloidosis. Los modelos empleados seran: a) Cultivos primarios de neuronas cortico-
hipocampales tratadas con el AB. b) Cultivos primarios de neuronas Tg2576 cortico-

hipocampales. c) Cerebros de ratén Tg2576 sometidos a estimulacion cognitiva.

2) Estudiar el/los mecanismos mediante los cuales BDNF pudiera inducir los efectos
beneficiosos en la estimulacion cognitiva. Para lo cual, se realizaréan los siguientes

experimentos:

a) Se mediran de los niveles de proteinas involucradas en la maduracion de
BDNF, como tPA y PAI-1 en modelos “ex vivo” e “in vivo’ de patologia amiloide.
Ademas, se diseccionara la via de sefalizacion por la cual AB puede inducir la

expresion de la proteina PAI-1 y posterior modulacién de tPA en neuronas.

b) Se estudiara el papel de PAI-1 y tPA en la maduracion de BDNF. En
concreto, se valorara el efecto protector de la maduracion de BDNF frente a la neuro-
toxicidad ejercida por AB y se estudiara la relacion directa de dicha maduracién en los
efectos beneficiosos de la estimulacion cognitiva frente al déficit cognitivo asociado a
la EA.
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Resumen

Altos niveles de educacién y la realizacién de actividades que demanden una alta
ocupacién cognitiva se han asociado con menor riesgo de padecer la Enfermedad de
Alzheimer (EA) y otras demencias. Estudios en modelos animales han demostrado que los
protocolos de estimulacion cognitiva basados en ambientes enriquecidos, que fomentan la
actividad fisica y la interaccion social, son capaces de revertir la pérdida de memoria. En este
trabajo, hemos elaborado un nuevo paradigma de estimulacion cognitiva (CS), desprovisto de
dichos ambientes enriquecidos. Para ello, ratones Tg2576 de 4 meses de edad fueron
sometidos a un entrenamiento cognitivo durante 8 semanas. Tras un periodo de 8 meses sin
entrenamiento, se estudiaron los efectos a largo plazo de la CS, examinando el estado
cognitivo y los marcadores patologicos de la EA. Las pruebas cognitivas de MWM y NORT
mostraron que los déficits de memoria espacial y de reconocimiento observados en los
animales Tg2576 fueron revertidos por la CS. Ademas, se detectaron mayores niveles
hipocampales de marcadores sinapticos (PSD95 y NR1) y proteinas implicadas en la
consolidacién sinaptica (Arc, B-catenina). La CS atenu la patologia amiloide reduciendo los
niveles de AB42y del dodecamero de AB, denominado AB*56. La disminucién de los niveles
de la enzima BACE1 y el cociente C99/C93 indicdé un descenso del procesamiento
amiloidogénico de APP en los ratones Tg2576 sometidos a CS. También se detectaron
disminuciones en los niveles de Tau hiper-fosforilada y cinasas de Tau inducidos por la CS.
Sin embargo, la CS no indujo cambios moleculares relevantes en animales no transgénicos.
Los presentes resultados muestran los efectos beneficiosos de una CS temprana a largo

plazo en el deterioro cognitivo y marcadores patolégicos de la EA.
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Abstract

Education and cognitive occupations is commonly associated to reduced risk of
Alzheimer's disease (AD) dementia. Animal studies have demonstrated that cognitive
stimulation (CS) achieved by social/physical activities and/or enriched environments
compensates for memory decline. We have elaborated a novel paradigm of CS that is devoid
of physical/social activity and enriched environments. 4 months-old Tg2576 mice were
cognitively trained for 8 weeks and, after a break of 8 months, long-lasting effects of CS on
cognitive abilities and AD-like pathology were measured. MWM and NOR tests showed that
deficits in spatial and recognition memories were compensated by CS. These outcomes were
accompanied by increased levels of hippocampal post-synaptic markers (PSD95 and NR1) and
proteins involved in synaptic formation (Arc, B-catenin). CS softened amyloid pathology in
terms of reduced levels of AB142 and the dodecameric assembly, referred as Ap*56. CS
appeared to affect the APP processing since differences in levels of ADAM17, BACE1 and
C99/C83 ratio were found. Tau hyper-phosphorylation and high activities of Tau kinases were
also reduced by CS. In contrast, CS did not induce any of these molecular changes in wild-type
mice. The present findings suggest beneficial and long-lasting effects of CS early in life on

cognitive decline and AD-like pathology.
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1. Introduction

Dementia is a syndrome defined by clinical abnormalities in such cognitive abilities as
memory, attention and problem solving. The most common form of dementia is Alzheimer’s
disease (AD). Etiology of sporadic AD (99% of cases) may be the result of the combination of
several genetic and environmental factors. Although the pathological traits of AD are present
long before patients manifest clinical symptoms, an associative link between them does not
have to be necessarily implied. Accordingly, numerous neuroimaging and autopsy
observations have brought to light the disparity about clinical and pathological correlates. This
lack of association is conceptualised by the hypothesis of “cognitive reserve”, and is likely to be
regarded as life environmental factors-induced mechanisms that help maintaining the cognitive
ability in the face of deleterious AD pathology (Stern 2006). Epidemiological studies have
determined education (Koepsell et al. 2008), cognitively complex occupations (Andel et al.
2006; Carlson et al. 2008), leisure activities (Verghese et al. 2003), and to a lesser extent,
physical activity (Rovio et al. 2005), as the most important protective factors that can delay or
prevent the onset of clinical symptoms. Although little improvement of cognitive function has
been observed in humans after “brain training” sessions, further empirical evidences from

animal studies are required (Owen et al. 2010).

Murine models of AD and other neurodegenerative diseases have been tested in
enriched environment (EE) paradigms that are initially aimed at stimulating cognitive activities.
Exposure of EE animal models of AD have reported both prevention of cognitive dysfunction
(Jankowsky et al. 2005; Wolf et al. 2006; Costa et al. 2007) or little or no effect on memory
(Gortz et al. 2008; Cotel et al. 2012). Some controversies about the effects on amyloid
pathology have also been reported (Jankowsky et al. 2003; Arendash et al. 2004; Lazarov et
al. 2005). A key question lies on the interpretation of what the EE is modelling. For example,
EE may be modelling a normal daily life-style relative to standard housing as a deprivation
state instead (Nithianantharajah and Hannan 2006). Another point refers to the complexity of
EE protocol. It usually requires the exposition to physical activity, social interaction or enriched
environments, therefore making hard the identification of the relative contribution of each factor

to the observed cognitive benefits. In this sense, isolated social or physical enrichment were
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reported to occur with either insufficient or poor cognitive benefits (Wolf et al. 2006; Cracchiolo
et al. 2007; Mirochnic et al. 2009), suggesting that enhanced cognitive stimulation is also
required. A paradigm for cognitive enrichment evading other types of sensory-motor
stimulations might be developed in order to provide support to the hypothesis formulated by
epidemiological data that intellectual occupations contribute to cognitive reserve and,

eventually, compensation for AD pathology.

In the present work, we have elaborated and validated a novel protocol for cognitive
stimulation (CS) that comprises a long training on problem-solving tasks. The transgenic mice
Tg2576 and their wild-type littermates were used to study the long-term effects of cognitive

stimulation on AD pathology and cognitive functioning.

2. Material and Methods

2.1. Animals

Sixteen female transgenic mice (Tg2576) over-expressing human amyloid precursor
protein (hAPP) carrying the Swedish familial mutation (K670N/M671L) (Hsiao et al. 1996)
under the genetic mixed hybrid background C57BL/6/SJL and sixteen wild-type littermates
(WT) with the same genetic background were used. At the age of 3 months, mice were housed
in standard laboratory cages (43x27x15 c¢cm) in groups of 4. All mice were kept in the same
room under controlled temperature (21£1°C) and humidity (55£5%) on a 12-h light-dark cycle.
Cage bottoms, water bottles and sipper tubes were cleaned twice per week, wire lids were
cleaned monthly, and food/water were provided ad libitum. All the animals were handled under
the same conditions and by the same experimenters throughout the duration of experiments in

order to avoid potential influence on cognition.

As described later in the text, following the assessment of memory function through a
short version of Morris water maze, mice were assigned to “cognitive stimulation” (CS) or

“naive” groups in order to create uniform groups in terms of basal cognitive function.
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Experimental procedures were conducted in accordance with European and Spanish
regulations (2003/65/EC; 1201/2005) and approved by the Ethical Committee of University of
Navarra (068-11).

2.2. Cognitive stimulation paradigm

Cognitive stimulation paradigm was aimed at keeping mice cognitively active for a
period of 8 weeks. For this purpose, mice were allowed to find and learn the pathway to reach
a goal through a Lashley-type maze. The goal consisted of a food stimulus, in particular a
piece of wheaten “digestive” biscuit. This paradigm intends to generate response learning,
where mice choose the correct sequence of right-left responses depending on which choice led
them to the food stimulus in previous trials. The food stimulus reinforces the correct choices.
No extra-maze cues were allowed in order to avoid place learning. Cognitive stimulation was
induced by exposing mice to solve 8 different problems, one per week. 8 different Lashley-type
mazes were manufactured in our lab, having every maze (made of black wooden walls: 27 x 54
x 18 cm) a unique design so that there is only one pathway, different to each other maze, to
reach the goal. A schematic illustration of each maze can be seen in Fig. 1A. Animals were
trained for 4 days (Monday, Tuesday, Wednesday and Friday) and 2 trials per day in each of
the 8 mazes for 8 weeks. Number of entry errors and latency to reach the goal was measured
as the main outcomes. Three criteria were applied in order to achieve a stimulus-induce
seeking of the goal and attain standard levels of learning among mice: 1) Trial was considered
finished only after a mouse that reached the goal stayed the sufficient time to savor the food
reward. 2) Mice that did not fulfill the first criterion after expiring the trial time (maximum of 10
min) were gently guided all along the successful path from the start to the goal and forced them
to stay there until they savoured the reward. 3) Mice were kept in fasting conditions on
Tuesdays and Fridays in order to induce conditioned seeking towards food stimulus. Mice were

normally fed on Wednesdays and Thursdays were skipped in order to avoid extended fasting.

Animals subjected to cognitive stimulation are referred as “CS” mice. To discard
whether the effects of this training protocol could be attributable to the inherent physical and
exploratory activity needed to perform the task, one subset of mice from each genotype was

subjected to an open-field environment in order to provide these control animals with a similar
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sensory stimulation, which did not require any stimulus-induced response learning (study
design shown in Fig. 1B). This animal group, which was referred as “naive”, was also allowed

to taste the same food reward at the end of the trial.

2.3. Behavioural Tests
2.3.1. Novel Object Recognition Test (NORT).

Test was performed as previously described (Aisa et al. 2007). In short, animals were
first familiarized with the arena for 30 min and one day after, mice were allowed to explore two
identical objects during 5 min. Retention was assessed 1 and 24 hours later, when one object
was replaced by a novel one each time. Retention score is expressed as discrimination index

(percentage of time exploring the novel object to the total time of object exploration).
2.3.2. Morris Water Maze (MWM).

The maze consisted of a white circular tank (140 cm diameter x 55 cm high) filled with
water (20-22°C). Test was performed as previously described (Cuadrado-Tejedor et al. 2011)
with some modifications. In the hidden version of the acquisition phase, a 10-cm diameter
white platform was positioned 1 cm below the water surface and the tank was surrounded by
white curtains showing black geometric cues. In the visible platform version, a black platform
was placed 1 cm above the water surface. Time spent to reach the platform (latency) was
recorded. Mice were trained in the MWM at two different time points in life; first, a short version
of MWM was carried out before the start of the experimental design in order to check whether
both WT and Tg2576 mice had similar cognitive abilities; and second, right after the end of

training procedures in order to check the its effects on memory.

Prior to the training in the CS paradigm, cognitive behaviour of 4 months-old mice was
analysed by a short version of MWM. 3 days prior to the hidden platform phase, a visible
platform version was carried out for 3 consecutive days and 4 trials per day with an inter-trial
interval of 2 h. Animals that showed floating, thigmotactic, wandering and other behaviours that
could affect learning were discarded from the study, and the rest were next trained in the

hidden platform version for 3 consecutive days and 4 trials per day with an inter-trial interval of
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2 h. The retention phase (no platform) was carried out at the 4t day. Mice were allowed to
swim for 60 s and time in the target quadrant was measured. Besides checking the cognitive
status of WT and Tg2576 mice before the beginning of training paradigm, the short version of
MWM allowed an equally distribution of animals between CS and naive groups in terms of

cognitive abilities.

Just after the 8-week training paradigm, 16 months-old mice were trained for 6
consecutive days and 4 trials per day with an inter-trial interval of 2 h in the hidden platform
version. To ensure that memory differences were not due to lack of task learning, mice that did
not reach the platform were led to the platform and allowed to stay for 15 s. The visible
platform version was avoided since it was performed at the beginning of the study. The
retention phase (no platform) was carried out at the 4t and 7t day. Mice were allowed to swim

for 60 s and time in the target quadrant was measured.

2.4. Biochemical Measurements
2.4.1. Protein extraction.

16 months-old fasting mice were killed by decapitation. For immune-blotting of most of
the proteins in shown in the present work, proteins were extracted from hippocampi after
homogenization in HEPES buffer saline (0.2 M NaCl, 2 mM Na4P.0;, 0.1 M HEPES, 10%
glycerol, 200 mM, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM DTT) containing protease and
phosphatase inhibitors (NaF, 0.5 mM PMSF, 1 mM NasVOs, 1 mM benzamidine, 10 mg/ml
leupeptin, 400 U/ml aprotinin) and 1% NP-40. Homogenates were centrifuged at 14,000 g for

20 min at 4 °C, and supernatant stored at -80 °C.

For immune-blotting of APP-derived fragments, proteins were extracted from
hippocampi after homogenization in a buffer containing Tris-HCI (10 mM, pH 7.4), SDS 2% and
protease and phosphatase inhibitors. Homogenates were sonicated and centrifuged at 100,000
g for 1 h. Supernatant was stored at -80°C. Protein concentration was determined by Bradford
(BIO-RAD, Hercules, CA, USA).
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For ELISA determination of APB142 and AB+4o peptides from soluble and insoluble
fractions, protein were extracted as follows: hippocampi were homogenized in 4 volumes of
Tris-HCI buffer saline (25mM Tris-HCI, 2 mM 1,10-phenanthroline, 5 mM EDTA, 140 mM NaCl,
3 mM KClI, pH 7,4) containing a protease inhibitor cocktail from Roche. Homogenates were
centrifuged at 100,000g for 1h at 4 °C. Supernatant contained the “soluble fraction” and pellet
contained the “insoluble fraction”. To prepare the insoluble fraction, pellet was dissolved in 4
volumes of ice-cold Guanidine Buffer (5 M guanidine-HCI, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) diluted 1 :
20. After over-night mixing at room temperature in DPBS buffer containing 5% BSA and 0.03%
Tween-20, sample was centrifuged at 20,000 g for 20 min at 4 °C.

2.4.2. Immuno-blotting.

Samples were mixed with equal volume of loading buffer (0.16 M Tris-HCI pH 6.8, 4 %
SDS, 20 % glycerol, 0.01 % bromophenol blue, 0.1 M DTT) and ran in SDS-PAGE. Proteins
were transferred to BioTrace™ Nitrocellulose membranes (PALL CORPORATION, Port
Washington, NY, USA). Gel conditions and primary antibodies are summarized in Table 1.
Secondary antibodies conjugated to IRDye 800CW or IRDye 680CW (LI-COR BIOSCIENCES,
Lincoln, NE, USA) were diluted to 1/15,000 in TBS with 5% BSA. Bands were visualized using
ODYSSEY Infrared Imaging System (LI-COR BIOSCIENCES, Lincoln, NE, USA). B-actin was
used as loading control. Results were expressed as O.D. values relative to WT-naive mice. For
APP-derived fragments, samples were mixed with XT sample buffer plus XT reducing agent
(BIO-RAD, Hercules, CA, USA) and boiled for 5 min. Proteins were transferred to PVDF
membranes (AMERSHAM BIOSCIENCES, Buckinghamshire, UK). HRP-conjugated secondary
antibodies were diluted to 1: 5000 (DAKO, Glostrup, Denmark). Bands were detected by
enhanced chemiluminiscence system (ECL, AMERSHAM BIOSCIENCES, Buckingshamshire,
UK), and autoradiographic exposure to Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences). Signal was
quantified by using Quantity One v.4.6.3 software (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).

Note that some proteins bands were obtained as a result of stripping (Stripping buffer,
PIERCE, IL, USA) and re-probing the membrane. However, membranes were never reused for

more than 4 times (Table 1).

2.4.3. Determination of B-amyloid levels. As afore mentioned, B-amyloid peptides were

extracted from both the soluble and insoluble fraction.
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Human AB 1.2 and AB 14 levels from Tg2576 samples were measured in duplicate by
a sandwich ELISA kit (BIOSOURCE, Chevy Chase, MD, USA) following the manufacturer’s
instructions. The detection range was 6-1000 pg/mL. Murine AB 142 from WT samples were
analysed in duplicate by a high-sensitive sandwich ELISA kit (DAKO, Glostrup, Denmark). The
detection range was 0.5-100 pg/mL.

2.4.4. Amyloid plaque staining.

Left hemispheres from 4 mice per group were fixed by immersion in 4%
paraformaldehyde in 0.1M PBS (pH 7.4) for 24 h followed by 10% sucrose solution. Brains
were cut into series of 20 um slides. Free-floating sections were incubated in 70% formic acid
for 10 min, and then blocked with 2% of normal goat serum in PBS with 0.3% Triton X-100 for
30 min prior to incubation with 6E10 primary antibody over-night at 4 °C. Then, sections were
incubated with secondary antibody (1:500; SANTACRUZ BIOTECHNOLGY, Santa Cruz, CA,
USA) for 2 h in blocking solution, followed by incubation in ABC-Elite HRP (VECTOR
LABORATORIES, Burlingame, UK). Reactions were visualized by developing the sections in
DAB (VECTOR LABORATORIES, Burlingame, UK). Sections were rinsed in PBS, dehydrated
and mounted in DPX (BDH, Poole, UK). For control staining the primary antibody was omitted.
8 sections per hippocampus were processed and captured into images with Nikon Eclipse
E800 microscope and Nikon FDX35 camera. Area covered by amyloid plaques was analyzed

by Image J v. 1.43u software (NIH Image).

2.5. Statistical analysis

All results are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). The outcomes
measured in the cognitive stimulation paradigm were analysed by one-way ANOVA (genotype
(WT/Tg2576)) with and additional factor (days) as repeated measurement for each week. As
no significant interaction between genotype and days was found, main effect of “days” was
assessed by one-way ANOVA followed by Tukey test. Biochemical data were evaluated by
two-way ANOVA (genotype (WT/Tg2576), training (naive/CS)). When interaction between
factors was significant, single effects were analysed by one-way ANOVA followed by post hoc

Tukey test. The value from F of interaction together with the probability associated to the single
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comparison was indicated. When no significant interaction between factors was found, main
effects were analysed. Statistical analysis of MWM acquisition was performed by two-way
ANOVA with an additional factor (days) as repeated measurement. When interaction between
factors was found, intra-group differences were checked by one-way ANOVA followed by
Tukey test. In those cases where only two groups were compared, data were evaluated by
Student’s t test. Number of animals per group ranged from 6 to 8. The level of significance was
set at P< 0.05. All analyses were performed using SPSS 15.0 packages of Windows (IL, USA).

3. Results

3.1. Effects of cognitive stimulation on memory and synaptic markers

Prior to training, cognitive function of mice was tested in a short version of the MWM
(3 days of acquisition in the hidden platform version plus a probe trial in the next day). Normal
cognitive abilities were confirmed as both WT and Tg2576 showed better scape latencies on
the 31 day of the hidden platform (main effect of “Day”; Fo45= 5.66, P< 0.05 vs 1st day, WT
group; F4s= 3.92, P< 0.05 vs 1st day, Tg2576 group) as well as on the visible platform version
(main effect of “Day”; F45= 14.04 , P< 0.01 vs 1st day, WT group; F24s5= 18.72, P< 0.01 vs 1t
day, Tg2576 group) (Fig. S1A-C).

Mice were considered to have achieved a successful performance when latency to
reach the goal was significantly reduced from the 1st day to the last (4%). No improvement
would have indicated a lack of learning, and therefore, a fail in the purpose of inducing
cognitive stimulation. Notably, mice showed improved escape latencies and decreased number
or entry errors to find the goal over days (main effect of “day”; Week 1 as a representative
example: F20= 8.89, P< 0.01 for escape latency; F2¢= 12.33, P<0.01 for number of entry
errors; See Fig. 1C and D). A video recorded the 4" day of week 7 shows a Tg2576 mouse
that was able to reach the goal with no entry errors (Supplementary Material). As it can be

observed, transgenic animals showed a better performance, which was particularly evident at
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week 4 and 5. A possible beneficial effect of B-amyloid on learning at a young age, when levels

are not high enough to cause neurodegeneration (Puzzo et al. 2011), can not be ruled out.

After the training sessions mice were kept in standard-housing conditions for 8 months
until the age of 16 months-old. Then, effects of CS on memory were assessed by two different
behavioural tests: MWM and NORT. These tasks are mainly dependent on spatial and
recognition memory, respectively, which are two types of memory largely affected in AD and
Tg2576 mice as well (Hsiao et al. 1996; Mouri et al. 2007). This long lag between the end of
CS paradigm and the beginning of cognitive characterization is due to the onset of cognitive
decline in Tg2576 mice. Despite there are some discrepancies about the onset of spatial
memory impairment in Tg2576 mice (Hsiao et al. 1996; Morgan et al. 2000; Westerman et al.
2002), the age of 15-16 months seems to be proper for detecting decline in both types of

memories (Taglialatela et al. 2009; Cuadrado-Tejedor et al. 2011).
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Figure 1. Study design and validation of the cognitive stimulation paradigm. (A) A schematic picture of each maze
where mice were trained for cognitive stimulation is shown. Note that each maze has a unique design, that there is
only one pathway to reach the goal and that the pathway is different in each maze. Mice were allowed to learn the
pathway to reach the goal of every maze, which consisted of a food reward, for 1 week. Numbers from 1 to 4 refer to
the days of the week when mice were allowed to explore the maze (1, Monday; 2, Tuesday, 3, Wednesday; 4,
Friday). The paradigm for cognitive stimulation included a total of 8 mazes and 8 weeks. (B) Sixteen wild-type and
sixteen Tg2576 mice at the age of 4 months were subjected to either a CS paradigm for 8 weeks or an open-field
exploration for the same period of time. Prior to CS paradigm, animals were subjected to a short version of MWM in
order to check their basal cognitive abilities. After CS paradigm, animals were aged for 8 months and then
behavioural test (NORT and MWM) were performed. At the age of 16 months, animals were sacrificed and
biochemical assessments were carried out. (C, D) To validate the induction of cognitive activity by the cognitive
stimulation paradigm, escape latency (C) and number of entry errors (D) to reach the goal and stay the sufficient
time to savour the food reward was measured. Mice from both genotypes showed improved escape latencies and
decreased number of entry errors in every task (week). *P<0.05, **P< 0.01 vs day 1 (C) or vs day 2 (D). Data are
expressed as mean = S.E.M. WT-naive, n=8; WT-CS, n=8; Tg2576-naive, n= 8; Tg2576-CS, n=8.

As expected, Tg2576-naive mice displayed impaired retention memories in the probe
8.02, P< 0.05 vs WT-naive; Fig. 2A) and 7 (F126= 9.74, P<

0.01 vs WT-naive; Fig. 2A). Tg2576-naive mice, which showed similar swimming speed than

trials carried out at day 4 (F126=

WT (data not shown), did not achieve significant longer escape latencies during the acquisition
phase (Fig. 2B). It is important to note that Tg2576-naive mice did not show lower escape

latencies over days, which means that they were not able to learn the platform location (Fs35=
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1.51, P=0.21), while Tg2576-CS mice did shorten escape latency to platform over days
(Fs.30= 2.63, P< 0.05; Fig. 2B). No significant differences on escape latencies between groups
were found in the visible platform version as well (data not shown). Regarding memory
retention, transgenic animals subjected to CS presented better performance in both probe
trials, reaching similar retention scores than WT animals (Fig. 2A). In contrast, WT animals
subjected to CS did not perform better retention than WT-naive (Fig. 2A). In the same manner,
Tg2576-naive mice showed impaired object recognition memory as they did not preferentially
discriminate in favour of the novel object (F1.26= 8.94, P< 0.01 vs WT-naive, 1 h; F(126= 6.22,
P< 0.01 vs WT-naive, 24 h) but, interestingly, Tg2576-CS achieved similar discrimination

indexes than WT-naive mice at both retention times (Fig. 2C).
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Figure 2. Cognitive stimulation delays the memory deficits observed in 16-months-old Tg2576 mice, as studied by
MWM (A-B) and NOR (C) tests. (A) Percentage of time spent in the target quadrant over a total duration of 60
seconds. At both the 4t and 7t day after the beginning of training Tg2576 mice showed impaired retention, which
was reverted by cognitive stimulation. (B) In the hidden platform version of acquisition, no significant differences on
escape latencies were found between groups. However, while Tg2576-naive mice did not manage to lower escape
latency to find the platform over days, Tg2576-CS as well as WT-naive and WT-CS mice did. *P< 0.05, day 6 vs day
1. (C) Tg2576 mice showed impaired recognition memory, as shown by decreased discrimination index to a novel
object, both 1 and 24 h after training with 2 similar objects. Tg2576-CS mice presented a recovered recognition
memory, which only reached the level of significance at 24h post-training. *P< 0.05, **P< 0.01 vs WT-naive; AP<
0.05, ™P< 0.01 vs Tg2576-naive. Data are expressed as mean + S.E.M. WT-naive, n= 7; WT-CS, n= 8; Tg2576-
naive, n=8; Tg2576-CS, n=7.
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It is well accepted that hippocampal synaptic plasticity is essential for mediating the
formation of new memories (Neveset al. 2008). The observed improvement of memory abilities
in cognitive-stimulated Tg2576 mice might be thus attributable to different expression levels of
long-term activity-associated synaptic proteins. To test this hypothesis, we then assessed the
state of several synaptic markers. Pre-synaptic markers were found either unaltered, as the
case of synaptophysin, or decreased, as the case of VGLUT-1 (F(1,21)= 7.74, P<0.05), but
unaffected by CS (Fig. 3A). Interestingly, some proteins recruited into the post-synaptic density
as PSD95 and its partner the NR1 subunit of NMDA receptors (Fig. 3B), as well as such
proteins involved in synaptic consolidation and formation as Arc and B-catenin (Fig. 3C), were
found decreased in Tg2576 mice (PSD95, F121= 10.85, P< 0.05; NR1, F123= 30.96, P< 0.01;
Arc, F(123= 5.425, P< 0.01; B-catenin, F(123= 6.26, P< 0.05), but preserved by CS.
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Figure 3. Cognitive stimulation protects from the synaptic pathology observed in 16 months-old Tg2576 mice.
Although pre-synaptic markers as synaptophysin or the vesicular transporter VGLUT1 seem to be little or no
affected in hippocampus from Tg2576 (A), post-synaptic markers PSD95 and the subunit of NMDA receptors NR1,
but not NR2A or NR2B, were found decreased. Levels of PSD95 and NR1 were found significantly increased by CS
in Tg2576 mice (B). Hippocampal levels of Arc and B-catenin, which are proteins with an important role in synaptic
consolidation and formation, were also found decreased in Tg2576 mice, but recovered after CS (C). Western-blot
quantifications are normalized to B-actin levels *P< 0.05, **P< 0.01 vs WT-naive; *P< 0.05, *P< 0.01 vs Tg2576-
naive. Data are expressed as mean + S.E.M. WT-naive, n= 6; WT-CS, n= 6; Tg2576-naive, n= 6; Tg2576-CS, n= 6-
8. OD refers to optical density.

3.2. Decreased soluble AR species but constant plaque burden in Tg2576 mice

subjected to cognitive stimulation

Accumulating evidence supports solube AB oligomers, rather than AP fibrils, as

fundamental triggers for the pathological and cognitive symptoms observed in AD (Larson and
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Lesne 2012). We found that SDS-soluble APB142 and ABi4o levels in cognitive-stimulated
Tg2576 mice were reduced by 40% and 20%, respectively, when compared to the naive group
(t112= 5.86, P< 0.01 for AB14z; ti,12= 2.46, P< 0.05 for AB1.40; Fig. 4A). Tg2576-CS mice
presented unchanged levels of insoluble GuHCl-extracted AB140 and a slight but significant
decrease in AB1.42 (t1,12= 5.72, P< 0.01) (Fig. 4A). In contrast, CS did not appear to affect the

levels of murine AB1.42in either the soluble or insoluble fraction of WT brains (Fig. 4A).

The total burden of 6E10-immunoreactive amyloid plaques remained similar in both
groups as well (Fig. 4B). These results indicate that CS is likely to induce major changes in the
levels of solube AP, however, fail to provide real information about which AB oligomeric
assemblies are involved in this process. To solve this drawback, electrophoresis of
extracellularly-enriched SDS homogenates was run. Notably, a band around 56-kDa was found
in Tg2576 samples but was absent in WT samples when immuno-bloting the membranes with
6E10 antibody (4C). This band, which could presumably correspond to the amyloid dodecamer
(also referred as AB*56) was found dramatically reduced by 45% in cognitive-stimulated
Tg2576 mice (110= 6.19, P< 0.01; Fig. 4C). To discard misinterpretations caused by artefacts,
samples were pre-treated with 10% hexafluoroisopropanol (HFIP), an organic solvent that
breaks up AP oligomers, and immunoblotted again with 6E10 antibody, resulting in the
dissolution of the 56-kDa band (Fig. 4C).

Remarkably, levels of soluble AB1.42 as well as AB*56 showed a strong and inverse
correlation to both NORT (Pearson’s r= -0.90, P<0.01; Pearson’s r= -0.70, P<0.01,
respectively) and MWM retention scores (Pearson’s r=-0.78, P< 0.01; Pearson’s r= -0.58, P<
0.01, respectively), suggesting an important link between decreased levels of soluble AB

species and the CS-induced reversion of cognitive deficits (Fig. 4D).

The reason for such a reduction in the levels of soluble AB may be due to a
modulation of APP processing. APP-derived fragments and APP secretases were analyzed by

immuno-blotting.
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Figure 4. Tg2576 mice exposed to cognitive stimulation shows reduced levels of soluble Ap species at the age of
16 months. (A) Solube AB140 and, particularly, AB142 assessed by ELISA were found significantly decreased in
hippocampus of Tg2576-CS mice (left panel). However, only levels of the insoluble species AB1-42 presented a little
and significative change (right panel). Levels of both soluble and insoluble murine AB142 were found unaltered in
WT-CS when compared to WT-naive mice. WT-naive, n= 7; WT-CS, n= 7; Tg2576-naive, n= 8; Tg2576-CS, n= 6.
(B) Immunostaining with 6E10 antibody did not show any particular change in the amyloid plaque burden between
naive and cognitive-stimulated Tg2576 animals. Scale bar, 100 um. Tg2576-naive, n= 3; Tg2576-CS, n= 3. (C)
Immunoblotting with 6E10 antibody revealed a band around 56 KDa, which was present in Tg2576 mice but absent
in WT mice (left panel). The fact that this band is not present in WT mice and is dissolved by pre-treating samples
with HFIP, makes this band likely attributable to the amyloid dodecamer AB*56. AB*56 was strikingly decreased by
CS (middle and right panel). Tg2576-naive, n=5; Tg2576-CS, n= 6. (D) Soluble levels of AB+.42 and AB*56 strongly
correlated with memory retention scores at both NOR (Discrimination index; left panel) and MWM tests (Time in
target zone; right panel). Pearson’s correlation coefficient r” is shown. Western-blot quantifications are normalized
to B-actin levels. *P< 0.05, **P< 0.01 vs Tg2576-naive. Data are expressed as mean + S.E.M. OD refers to optical
density.
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As expected, Tg2576 mice expressed higher levels of the full-length APP when
compared to WT animals (Fp123= 2512.47, P< 0.01). However, whereas full-length APP
remained unchanged between Tg2576-naive and Tg2576-CS (Fig. 5A), levels of B-secretase-
derived C-terminal C99 fragment were reduced (F(123= 11.46 P< 0.01) and the a-secretase-
derived C83 fragment increased (F1.23= 5.76, P< 0.01) in Tg2576-CS mice (Fig. 5A). Despite
steady-state levels of an enzyme do not always reflect changes in activity; it was found that CS
returned the augmentd (B-secretase BACE1 levels observed in Tg2576-naive mice to those of
WT-naive animals (F123= 8.62, P< 0.01; Fig. 5B), and increased o-secretase ADAM17 (F1,23)=
6.72, P< 0.05; Fig. 5B). These results might suggest a shift towards diminished amyloidogenic

and augmented non-amyloidogenic processing of APP.
3.3. Cognitive stimulation compensates for tau pathology in Tg2576 mice

As hyper-phosphorylation of tau is a common feature of AD and other
neurodegenerative disorders it was next examined whether CS might be beneficial on this
pathological event. According to reported data, tau pathology in Tg2576 mice in terms of
altered phosphorylation state of tau and its related kinases was observed (Tomidokoroet al.
2001). Immuno-blotting with AT-8 antibody revealed that phosphorylation at Ser202/Thr205
residues was markedly increased in Tg2576-naive when compared to WT animals (F1.25=
5.30, P<0.05; Fig 6A and E). Notably, cognitive-stimulated Tg2576 mice showed similar levels
of phospho-tau than WT mice (Fig. 6A and D). No differences in total tau levels between
experimental groups were found (Fig 6A). The activity of several kinases involved in abnormal
tau phosphorylation was next assessed by calculating the ratio between the phosphorylated
form and the total level of each kinase. Active GSK-3 (phospho-Tyr216) was found increased
(Fu1.23= 8.48, P<0.05; Fig. 6B and F) and inactive form (phospho-Ser9) decreased in Tg2576-
naive mice (Fp23= 4.87, P<0.05; Fig. 6B and E). CS returned GSK-3p activity to WT levels
(Fig. 6B and E). In addition, despite no differences in Cdk5 levels were detected (Fig. 6B and
E), a two-fold increase of the ratio p25/p35 was found in Tg2576-naive mice (F1,16= 10.17,
P<0.01; Fig. 6B and E), suggesting a higher constitutive activation of Cdk5 in these animals
(Patricket al. 1999). Yet again, Tg2576-CS mice showed similar levels than WT (Fig. 6B and
E).
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Tau's main function is to modulate the stability of axonal microtubules. Other
microtubule-associated proteins (MAPSs), such as MAP2A, are able to stabilize microtubules in
dendrites as well, and its lost has been associated with dendrite degeneration. Immuno-blotting
revealed that MAP2A levels were indeed decreased in Tg2576-naive when compared to WT
mice (F1,19= 4.51, P<0.01) but recovered in Tg2576-CS group (Fig. 6D and H).
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Figure 5. Cognitive stimulation induced changes in APP processing in 16 months-old Tg2576 mice. (A)
Quantification of APP fragments revealed that Tg2576-CS mice presented lower levels of C99 and higher C83 in
hippocampus when compared to naive transgenic mice. In contrast, full-length APP remained unchanged. (B)
Tg2576-naive mice presented higher steady-state levels of the hippocampal B-secretase BACE1 but cognitive
stimulation induced a decrease. As well, cognitive stimulation resulted in a subtle but significant increase of the a-
secretase ADAM17 in both wild-type and transgenic animals. Quantifications are normalized to B-actin levels. **P<
0.01 vs WT-naive; AP< 0.05, MP< 0.01 vs Tg2576-naive; &P< 0.01 vs naive (single effect). Data are expressed as
as mean + S.E.M. WT-naive, n= 6; WT-CS, n= 7; Tg2576-naive, n= 8; Tg2576-CS, n= 6. OD refers to optical
density.
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Together these data suggest that CS is able to delay the tauopathy inherent to
Tg2576 mouse at the age of 16 months. It is worthy of notice that decreased tau hyper-
phosphorylation is strongly correlated with reduced AB*56 and AB+42 (Pearson’s r= 0.683;
P<0.05; Pearson’s r= 0.763, P<0.01, respectively; data not shown), however, whether cognitive
stimulation prevents tau pathology directly or secondary to modulation of amyloid pathology

can not addressed in the present work.
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Figure 6. Cognitive stimulation compensates for the tau pathology inherent to 16 months-old Tg2576 mice. (A, D)
Immuno-blot with monoclonal antibody AT8 revealed that tau phosphorylation at residues S202 and T205 were
increased in Tg2576-naive but unchanged in Tg2576-CS mice. (B, E) Immuno-blots and quantification of tau
kinases that showed altered state of activity. Levels of inactive p-S9-GSK3pB were found decreased and active p-
Y207-GSK3p increased in Tg2576-naive animals, while unchanged in Tg2576-CS mice. The ratio p25/p35, and
indicator of cdkb activity, was also increased in Tg2576-naive mice but unaltered in Tg2576-CS. (C, F) Levels of the
microtubule-associated protein MAP2A were found decreased in Tg2576-naive animals but recovered in cognitive-
stimulated transgenic mice. Quantifications of phospho-proteins are normalized to both total protein and B-actin
levels. *P< 0.05, **P< 0.01 vs WT-naive; *P< 0.05, MP< 0.01 vs Tg2576-naive. Data are expressed as mean +
S.E.M. WT-naive, n= 6; WT-CS, n= 6; Tg2576-naive, n= 6-8; Tg2576-CS, n= 6. OD refers to optical density.
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4. Discussion

In the present study, a novel training paradigm for CS, devoid of social, physical or
enriched environments, has been elaborated and valuated. AD transgenic mice exposed to this
training throughout early-life manifested normal cognitive function, reduced synaptic deficit and

decreased amyloid/Tau pathology at an older age.

One of the main findings is the simple and striking fact that a transient CS delays the
onset of spatial and object recognition memory decline in Tg2576 mice after a lag of 8 months.
The reason by which this CS induces strong long-lasting effects on cognitive function might lie
in the time frame where CS was applied, since early-life stimulatory events appear to build
cognitive reserve more effectively and, therefore, make the brain less susceptible to
pathological changes. An “in vivo” study has added evidence on this assumption by showing
that exposure to a transient stimulation with an enriched environment in early-life reduced the
AD-related cognitive deficits more efficiently than exposure later in life (Verret et al. 2013). In
contrast to the beneficial effects of CS observed in Tg2576 mice, trained WT mice did not show
improved cognitive abilities in any of the tests performed. These observations may indicate that
CS fails to provide any supplement against the physiological cognitive decline associated to
ageing (Verbitsky et al. 2004), but may instead compensate for the memory loss associated to
AD pathogenic processes. A previous study carried out in eleven thousand cognitively healthy
humans subjected to “brain training” that failed to report benefits in untrained tasks might

support this assumption (Owen et al. 2010).

Given the genotypic nature of Tg2576 mouse, APP should be a major player in the
memory dysfunction developed by this transgenic mouse. Although effects of amyloid load on
memory may be nonlinear and exhibit saturation (Westerman et al. 2002), data from
correlational and experimental studies might suggest a causal role in memory disruption (Chen
et al. 2000; Morgan 2003). We have found that cognitive training led to lowered soluble
amyloid load while leaving amyloid plaque burden intact. Among the different amyloid
assemblies that are present in the soluble fraction, the dodecamer referred as AB*56 were
found notably reduced in CS transgenic animals. Previous studies that identified this oligomeric

form as being most closely related to memory loss in younger Tg2576 mice (Lesne et al. 2006;
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Cheng et al. 2007) imply a potential rationale by which CS might be compensating for the
memory decline. Likewise, repeated training in a MWM over a period of 10 months reported
similar benefits on the levels of AB*56 and MWM-related memory in the 3xTg-AD transgenic
mice (Billings et al. 2007). In contrast to this study, the present work evaluated memory abilities
in untrained tasks. Additionally, it was found a strong correlation between levels of AB*56 and
retention scores in MWM and NOR tests, which, although far from providing a causal
association, confirms the close connection of decreased Ap*56 to CS-induced delay of
cognitive decline. It is hypothesized that oligomeric AB*56 may rise prior to the formation of
amyloid plaques, and therefore act as seeds for plaques (Kayed et al. 2003; Lesne et al. 2006).
Speculatively, CS might be reducing AB*56 levels by 1) decreasing the production of
monomers; 2) inducing its clearance; or 3) promoting its aggregation into plaques. The fact that
training did not alter plaque burden and that AB*56 showed correlation to soluble but not to
insoluble levels seems to discard the latter point. In contrast, the fact that CS showed reduced
levels of C99 and BACE1, as well as increased the levels of C83 and ADAM17 indicates that
the production of monomer might be decreased, thus leaving to reduced formation of the
dodecamer. However, the idea that CS may lower AB*56 load by favouring its clearance can
not be ruled out. It is important to note that CS likely induced a shift towards a more non-
amyloidogenic processing of APP but remained the amyloid plaque burden intact. Although
soluble amyloid species were found indeed decreased, the production of those amyloid

species that are more prone to aggregate might have not been affected by CS.

Also noteworthy in the present study is that CS compensated for the abnormal Tau
phosphorylation and high activities of GSK-3p and cdk5 found in Tg2576 mice. Although
transgenic mice do not suffer from real Tau pathology in terms of neurofibrillar tangles, these
animals manifest age-related hyper-phosphorylated Tau-containing neurites and higher
activities of various Tau kinases (Otth et al. 2002; Ferrer et al. 2005; Cuadrado-Tejedor et al.
2010). High inter-correlation between levels of AB*56/AB+.42 and phospho-Tau and a lack of CS
effect on Tau phosphorylation in WT mice was also observed. These data, together with the
increasing evidence of Tau abnormalities as a secondary event to amyloid pathology in the
pathogenic continuum of AD (Otth et al. 2002; Hurtado et al. ; Jin et al. 2011), invite to
speculate that prevention of Tau pathology by CS is likely to be a consequence of reduced

amyloid load.
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The strong differences at the molecular level between transgenic mice exposed to CS
and naive conditions after a lag of 9 months are quite striking. Based on previous animal
studies, which have suggested that EE can impact a variety of processes involved with amyloid
processing (Lazarov et al. 2005; Costa et al. 2007; Mirochnic et al. 2009), it is possible to
speculate that CS may have reduced the production of toxic AR species to further induce
changes on the development other AD-related pathological events or cognitive impairments.
However, biochemical characterization at different time points after the CS paradigm should be
carried out in order to accurately assess how big the delay caused by CS intervention could be.
It would also be of great interest to understand why CS effects are specific for Tg2576 mice.
The observation that CS did not affect levels of murine AB142 in WT mice implies that CS
shows more benefits under particular pathogenic conditions, such as amyloid pathology, than
under normal ageing. However, the molecular mechanisms underlying the lowering effects of

CS on amyloid need to be elucidated.

EE has been used for several decades to study neuroanatomical and behavioural
changes associated with cognitive stimulation. The application of EE to AD animal models has
shown beneficial effects on cognitive and pathological symptoms (Jankowsky et al. 2005; Wolf
et al. 2006; Costa et al. 2007). However, discrepancies have risen since not all the EE
paradigms have been able to reduce memory impairments. For example, shorter durations of
EE (2-4 months) failed to improve Y-maze or Barnes maze performances in either TgCRND8
or APP/PS1 mice (Gortz et al. 2008; Cotel et al. 2012). Varying outcomes on amyloid
pathology (Jankowsky et al. 2003; Lazarov et al. 2005; Wolf et al. 2006; Cracchiolo et al. 2007;
Cotel et al. 2012), have been also reported. Most studies have shown increased or stable
amyloid plaque load after an EE ranging from 4 to 6 months (Jankowsky et al. 2005; Wolf et al.
2006; Cotel et al. 2012), but some studies with an EE ranging from 5 to months have found
decreased deposition of amyloid (Lazarov et al. 2005; Cracchiolo et al. 2007).1t is important to
note that the effect on amyloid pathology do not necessarily correlate with cognitive function in
most of these studies. EE protocols generally consist of a set of different stimuli as running
wheels, coloured tunnels, visual stimulating toys, ladders and group housing (Hu et al. 2010),
therefore providing a complex interaction between social abilities, physical skills and anti-stress
environments. A novel approach to induce CS in WT and Alzheimer's mice while avoiding
enriched environments and social/physical activities has been used and validated. The present

findings would thus provide empiric evidence on the relative beneficial and long-lasting
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contribution of an early-life CS paradigm on cognitive decline associated to AD and, in

particular, on some pathological processes, such as synaptic, amyloid and Tau pathology.
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Table 1. Antibodies and conditions used in immuno-blotting experiments

Protein % Poly-acrylamide Primary antibody (dilution) T Lysis
Buffer

Arc 10% ARC (1:1000)a 0 HBS
[-catenin 10% [3-catenin (1:1000)° 1 HBS
PSD95 10% PSD95 (1:1000)° 2 HBS
Synaptophysin 10% Synaptophysin (1:500)° 3 HBS
APP Gradient (4-12%)" APP 676-695 (1:2000)¢ 0 Tris-HCI
C99/C83 Gradient (4-12%)" APP 676-695 (1:2000)¢ 0 Tris-HCI
AB*56 (dodecamer) Gradient (4-12%)" [3-amyloid 1-16 (6E10) (1:1000)e 1 Tris-HCI
ADAM17 Gradient (4-12%)" ADAM17 (1:1000)° 0 HBS
BACE1 Gradient (4-12%)" BACE1 (1:1000)c 1 HBS
Phospho-Tau 10% Phospho-Tau S202/T205 (AT8) (1:500)f 0 HBS
Total Tau 10% Tau (1:1000)f 1 HBS
NR1 7.5% NR1 (1:1000)¢ 0 HBS
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NR2A 7.5% NR2A (1:1000)¢ 0 HBS
NR2B 7.5% NR2B (1:1000)¢ 1 HBS
VGLUT1 10% VGLUT1 (1:1000)¢ 4 HBS
MAP2A 10% MAP2 (1:1000)¢ 2 HBS
Cdk5 7.5% cdk5 (1:1000)2 0 HBS
p35/p25 7.5% p35 (1:1000)a 1 HBS
Phospho-GSK3p Ser9 7.5% Phospho-GSK3p S9 (1:1000)° 0 HBS
Phospho-GSK3p Tyr207 7.5% Phospho-GSK3p Y207 (1:1000) 1 HBS
Total GSK3pB 7.5% GSK3p (1:1000)° 2 HBS

aSANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, Santa Cruz, CA, USA; °CELL SIGNALLING TECHNOLOGY, Danvers, MA, USA; CABCAM, Cambridge, UK; 9SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA;
eCOVANCE, Princeton, NJ, USA; fPIERCE, Rockford, IL, USA; SMILLIPORE, Billerica, MA, USA; hBIO-RAD, Hercules, CA, USA.

“T” refers to the number of Times that membranes were stripped before probing with the corresponding antibody.

HBS, HEPES buffer saline containing protease and phosphatase inhibitors, and NP-40.

Tris-HCI, Tris-HCI buffer containing protease and phosphatase inhibitors, and SDS 2%.
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Figure $1
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Figure S1. Short version of MWM demonstrates that both groups of animals (Tg2576 and WT) had intact and
homogeneous cognitive abilities in terms of spatial memory at the beginning of the study (4 months-old). (A) Mice
showed better escape latencies in the visible platform version. (B) Both groups of animals showed improved escape
latencies at the day 3 of acquisition phase (hidden platform) when compared to day 1. (C) No differences in
retention memories were found between Tg2576 and WT mice. *P< 0.05 vs Day 1 (main effect). Data are expressed
as mean+SEM.
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Resumen

El factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) es una neurotrofina que se expresa
ampliamente SNC. BDNF juega un papel fundamental en la supervivencia neuronal evitando la
iniciacion de eventos apoptoticos. Estudios recientes han mostrado que BDNF posee una
funcién dual, ya que su precursor (proBDNF) se ha asociado a la activaciéon de procesos
apoptdticos y neurodegenerativos, mientras que su forma madura (mBDNF) se ha asociado
fundamentalmente a la supervivencia neuronal y a la potenciacion sinéptica. El objetivo del
presente trabajo consiste en estudiar la implicaciéon de la falta de maduracion de BDNF en
procesos asociados a la EA, como la muerte neuronal y pérdida de memoria, provocados por
la patologia amiloide. Tanto los hipocampos de ratones Tg2576 como las neuronas cortico-
hipocampales primarias de estos ratones o de ratones “wild-type” tratadas con APazsss
mostraron una disminuciéon de los niveles de mBDNF y un aumento de los niveles de
proBDNF. En estos modelos “in vivo” y “ex vivo”, la actividad de tPA, proteasa fuertemente
implicada en la maduracién proteolitica de BDNF dependiente de plasmina, disminuyd muy
significativamente. Este hecho se debe al aumento en la expresion de PAI-1, el cual se
encarga de la inhibicién de tPA. AB2s.3sindujo una fuerte incremento en la expresién de PAI-1
mediada por la estimulacion de la actividad transcripcional de JNK/c-Jun. Elevados niveles de
PAI-1 fueron detectados también en cerebros de EA. La inhibicién de PAI-1 con el compuesto
PAI-039 en neuronas primarias provocd un aumento de la maduracién de BDNF, y en
consecuencia protegio frente al efecto neurotéxico de APzsss. La exposicion de animales
Tg2576 a un protocolo de estimulacion cognitiva, el cual ha mostrado tener propiedades
beneficiosas frente al deterioro cognitivo en estudios anteriores, se encontré asociado con una
mejora de la maduracion de BDNF y con unos niveles reducidos de PAI-1. Los resultados
obtenidos sugieren la participacion de un déficit del procesamiento proteolitico de BDNF en los
eventos patoldgicos de la EA, y permiten sugerir la molécula PAI-1 como posible diana

terapéutica.

133



PAI-1-dependent BDNF maduration by B-amyloid

Abstract

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin widely and ubiquitously
expressed in the central nervous system (CNS) that plays a pivotal role in preventing neurons
from initiating apoptosis. Recent evidences showed a dual action of BDNF, being the precursor
form (proBDNF) associated to neuron death and synaptic weakening while the mature form
(mBDNF) to neuron survival and synaptic strengthening. The present study explores whether
and how the an altered maturation of BDNF, which would result in less trophic support, could
be involved in some Alzheimer's disease (AD)-related traits triggered by amyloid-f (AB), such
as neuronal death and memory dysfunction. Both hippocampi from Tg2576 mice and primary
cortico-hippocampal neurons from Tg2576 mice or treated with APBas.35 showed reduced
mBDNF but increased proBDNF levels. In these models, activity of tPA, a protease strongly
involved in plasmin-dependent proteolytic maturation of BDNF, was found decreased. This fact
is likely due to an increased expression of PAI-1, which sequesters tPA to inhibit its activity. Ap
induced a strong neuronal expression of PAI-1 through the stimulation of JNK-c-Jun
transcriptional activity. Post-mortem analyses of human AD brains confirmed higher levels of
PAI-1 in situations of amyloid pathology. Inhibition of PAI-1 by PAI-039 in primary neurons
resulted in enhanced BDNF maturation and a subsequent protection against Apas.ss
neurotoxicity. Tg2576 mice exposed to a protocol of cognitive stimulation, which has been
previously shown to revert memory deficits, presented improved BDNF maturation and related
reduction of PAI-1 expression. These data suggest a role of impaired BDNF maturation in the
AD pathological events triggered by AB and propose PAI-1 as a potential target for

intervention.
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1. Introduction

Alzheimer's disease (AD) shares common traits with other neurodegenerative
disorders such as synaptic failure and neuron loss but differs from other types of dementia by
the presence of both intracellular accumulation of neurofibrillary tangles and extracellular
deposits of amyloid peptides (Hardy and Selkoe 2002). Although the cascade of pathological
events that leads to AD might be initiated by complex and specific interactions of life-style
habits with genetic risk factors, it is presumed that amyloid-B (AB) will eventually play a critical
role in the pathogenic processes and clinical symptoms. Some authors have argued that Ap
might be produced as protective response to pathological changes rather than being the cause
(Castellani et al. 2009), however, familiar AD mutations in genes encoding for Ap precursor
protein (APP) or presenilin 1 and 2 (PS1/PS2), which lead to increased production of Ap, are
sufficient to cause the disease (Chartier-Harlin et al. 1991; Rogaev et al. 1995; Sherrington et
al. 1995). Since deposits of insoluble Ap do not seem to account for pathology, as evidenced
by lack of correlation of number of amyloid plaques with neuronal loss or severity of cognitive
decrements (Arriagada et al. 1992; Davis et al. 1999), disease-causing properties of Ap should
be attributed to soluble intracellular and/or extracellular species of AB. In this sense, soluble
AP oligomers are widely reported to be more harmful to neuronal cells than fibrillar aggregates
in general (Lambert et al. 1998; Lesne et al. 2006). The mechanisms by which amyloid
peptides might exert toxicity have been under profound study during last decades. While
intracellular accumulation of AB might sequester crucial proteins, extracellular Ap oligomers
appear to bind different types of membrane receptors, as NMDA, insulin, p75 neurotrophin
(p75NTR), a7-nicotinic, prion protein (PrPe), frizzle and toll-like (TLR2/4/6) receptors, target
membrane lipids or change membrane dielectric properties. In general, these interactions have
been reported to induce abnormal calcium homeostasis, generate oxidative stress and
increase Tau phosphorylation, which activate apoptotic signalling cascades and eventually
lead to synaptic and cellular dysfunctions (Yaar et al. 1997; Xie et al. 2002; Lee and Wang
2003; De Felice et al. 2007; Magdesian et al. 2008; Valincius et al. 2008; Lauren et al. 2009;
Liu et al. 2012). These observations have implicated apoptosis as an important element of Ap

as disease-causing mechanism.
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Neurons, as any type of differentiated cell, require the presence of survival factors to
suppress the intrinsic apoptotic machinery and therefore provide the central nervous system
(CNS) with proper functioning (Hetman and Xia 2000). Neurotrophins are endogenous
molecules that provide the necessary trophic input to protect damaged neurons from a variety
of injuries including excitotoxicity, ischemia and neurodegenerative insults (Ichim et al. 2012).
Whether a deprivation of trophic support might be a mechanism by which AB could harm

neurons is a suggestive question that will be addressed in the present work.

Among all the characterized neurotrophins, brain-derived neutrotrophic factor (BDNF)
has attracted greatest interest for its wide distribution throughout the CNS and for its
antagonistic effects to apoptotic stimuli (Acheson et al. 1995; Numakawa et al. 2010). BDNF is
initially synthesized as a precursor protein (proBDNF) and further cleaved to the mature form
(mBDNF). Both forms are found extracellularly and may elicit opposite effects. While proBDNF
interacts with p75NTR and triggers apoptotic processes (Teng et al. 2005), mBDNF binds to
tropomyosin-related kinase-B (TrkB) receptor and promotes survival (Koshimizu et al. 2009).
Proteolytic cleavage of proBDNF to mBDNF occurs mainly in the extracellular matrix by
plasmin (Pang et al. 2004). Tissular plasminogen-activator (tPA) can activate plasmin to
generate mBDNF when is not sequestered by the plasminogen-activator inhibitor-1 (PAI-1; also
referred as serpin E1), which inhibits its activity (Declerck et al. 1992). Increased levels of PAI-
1 have been found in several disorders, including cardiovascular diseases, obesity, diabetes
mellitus type Il, metabolic syndrome, cancer and AD among others (Reuning et al. 1998;
Juhan-Vague et al. 2003; Alessi and Juhan-Vague 2006; Fabbro and Seeds 2009; Ploplis
2011). The present study will explore whether those increased levels of PAI-1 in AD could be
altering the maturation of BDNF and, in consequence, could be participating in the
neurodegenerative events of disease. The present results show that A reduces the
production of mBDNF by increasing the expression of PAI-1 in a JNK-dependent way, having

consequences on neuronal viability and cognitive function.
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2. Material and methods

2.1. Reagents and antibodies

Some commercially available reagents were used for “in vitro” experiments. AB2s.35
(Sigma-Aldrich, Munich, Germany) was used at 10 uM. PAI-039 (Axonmedchem, Holland), a
PAI-1 inhibitor, was used at 2 uM and 10 uM. TrkB/Fc Chimera (R&D systems, MN, USA), a
TrkB receptor blocker, was used at 0.3 pg/mL. SP600125 (SelleckChem, Germany), a JNK1/2
inhibitor, was used at 15 uM. PD98059 (Tocris Bioscience, UK), a MEK/ERK inhibitor, was
used at 10 uM. Wortmannin (Tocris Bioscience, UK), a PI3K inhibitor, was used at 100nM. For

antibodies, see Table 1.

Table 1. Antibodies and conditions used in immuno-blotting experiments

Protein % PA Primary antibody (dilution) T
tPA 7.5% tPA (1:1000)2 0
tPA-PAI-1 7.5% tPA (1:1000)2 0
PAI-1 7.5% PAI-1 (1:1000)2 1
ProBDNF 10% BDNF (1:500)° 0
mBDNF 10% N-terminal region of mBDNF (1:1000)° 0
phospho-JNK 7.5% phospho-SAPK/JNK(Thr183/Tyr185) (1:1000)¢ 1
Total JNK 7.5% SAPK/JNK (1:1000)¢ 2
phospho-c-Jun 7.5% phospho-c-Jun(Ser73) (1:1000) ¢ 0
Total c-Jun 7.5% c-Jun (60A8) (1:1000)d 1

aNOVUS BIOLOGICAL, Colorado, USA; bCELL SIGNALLING TECHNOLOGY, Danvers, MA, USA; °OSENSES,
USA.

PA refers to poly-acrylamide; “T” refers to the number of times that membranes were stripped before probing with
the corresponding antibody.
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2.2. Primary cultures of cortico-hippocampal neurons

Brains from WT and Tg2576 mice were dissected in HBSS medium (Gibco, CA, USA)
in the presence of 1 pg/ml penicillin/streptomycin (Invitrogen). The tissue was mechanically
dissociated in a small volume of Neurobasal medium (Gibco, CA, USA) with B-27 supplement
(Gibco, CA, USA) using a sterilized Pasteur pipette. Cortico-hippocampal neurons were used
for cell-viability assays (MTT) and for Western Blot assays. They were suspended in
Neurobasal Medium (Gibco, CA, USA) containing 2% B-27 supplement (50x special
supplement growth factor from Gibco, CA, USA), 1 ug/ml penicillin/streptomycin and 20mM
glutamine, and plated in poly-D-lysine (0.1 mg, Sigma-Aldrich, Germany)-coated 6-well plates
(Fisher Scientific) at a density of 3x105 cells/well. The cultures were maintained at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% CO,. Experiments were performed after 14 days “in vitro” (DIV).
For western-blot analyses, neurons from every pup brain were cultured in one different well in a
6-well plate, and a minimum of 6 wells were used per treatment. For cell survival assays,
neurons from every pup brain were cultured in one different 48-well plate, and 12 wells in three

different plates were used per treatment.

2.3. Animals

Sixteen month-old female transgenic mice (Tg2576) over-expressing human amyloid
precursor protein (hAPP) carrying the Swedish familial mutation (K670N/M671L) under the
genetic background C57BL/6/SJL and sixteen 16 month-old wild-type littermates (WT) were
used. Mice were housed in groups of four per cage under controlled temperature (21+1°C) and
humidity (55+5%) on a 12-h light-dark cycle with free access to food and water. At the end of

the cognitive stimulation paradigm, 16 months-old fasting mice were killed by decapitation.

Experimental procedures were conducted in accordance with European and Spanish
regulations (2003/65/EC; 1201/2005) and approved by the Ethical Committee of University of
Navarra (068-11).
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2.4. Studies in human tissue

Brain tissues from 12 AD patients and from 12 normal age-matched cognitively
controls (mean age of AD= 81.1+1.6; mean age of controls= 74.7+2.7) were obtained from the
Oxford Project to Investigate Memory and Ageing/Thomas Willis Oxford Brain Collection, part
of the Brains for Dementia Research network. At death, informed consent had been obtained
from the patients’ next-of-kin before collection of brains. All AD subjects fulfilled CERAD criteria
for the neuropathological diagnosis of AD and were staged at Braak V/VI. Controls did not
have dementia or other neurological diseases, did not meet CERAD criteria for AD diagnosis,
and were staged at Braak 0-Il. Frontal (Broadmann Area [BA] 10) cortices were dissected free
of meninges. All tissue used had a brain pH>6.1, condition used as an indicator of tissue
quality in post-mortem research (Lewis 2002). In these tissue samples, increased levels of Ap

has been described in AD brains when compared to control brains (Solas et al. 2013).

2.5. Cognitive stimulation paradigm

Cognitive stimulation paradigm was aimed at keeping mice cognitively active for a
period of 8 weeks. Cognitive stimulation protocol was performed as previously described
(Gerenu et al. 2013). In short, mice were allowed to find and learn the pathway to reach a food
stimulus through a Lashley-type maze. This paradigm intends to generate response learning,
where mice choose the correct sequence of right-left responses depending on which choice led
them to the food stimulus in previous trials. Mice were exposed to solve 8 different mazes, one
per week. Number of entry errors and latency to reach the goal was measured as the main
outcomes. Animals subjected to cognitive stimulation are referred as “CS” mice. To discard
whether the effects of this training protocol could be attributable to the inherent physical and
exploratory activity needed to perform the task, one subset of mice from each genotype was
subjected to an open-field environment in order to provide these control animals with a similar
sensory stimulation, which did not require any stimulus-induced response learning. This animal

group was referred as “naive”.
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2.6. Biochemical Measurements
2.6.1.Protein extraction.

Hippocampus were dissected and homogenized in lysis buffer containing protease
and phosphatase inhibitors (0.2 M NaCl, 0.1 M HEPES, 10% glycerol, 200 mM NaF, 2 mM
Na4P207, 1% NP40, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 mM NasVOsq, 1
mM benzamidine, 10 mg/ml leupeptin, 400 U/ml aprotinin). Homogenates were centrifuged at
13.000 rpm for 20 min at 4 °C, and supernatant stored at -80 °C. For human cortical samples,
samples were homogenized in the same buffer. Protein concentration was determined by
Bradford (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).

2.6.2.Immuno-blotting.

Samples were mixed with equal volume of loading buffer (0.16 M Tris-HCI pH 6.8, 4 %
SDS, 20 % glycerol, 0.01 % bromophenol blue, 0.1 M DTT) and ran in SDS-PAGE gels.
Human samples were run in Criterion™ gels (Bio-Rad, Life Sciences, CA, USA). Proteins were
transferred to BioTrace™ Nitrocellulose membranes (Pall Corporation, NY, USA). Gel
conditions and primary antibodies are summarized in Table 1. Secondary antibodies
conjugated to IRDye 800CW or IRDye 680CW (LI-COR Biosciences, NE, USA) were diluted to
1/10,000 in TBS with 5% BSA. Bands were visualized using ODYSSEY Infrared Imaging
System (LI-COR Biosciences, NE, USA). S-actin was used as loading control. Results were
expressed as optical density (O.D.) values relative to WT-naive mice. Note that some proteins
bands were obtained as a result of stripping (Stripping buffer, Pierce, IL, USA) and re-probing

the membrane. However, membranes were never reused for more than 4 times (Table 1).

2.7. MTT cell viability assay

Cell viability was examined by means of the 3,4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) assay. Wild-type primary neurons treated with APs.ss 10 uM
(Sigma-Aldrich, Germany) or primary neurons from Tg2576 mice were used. Neurons were
treated for 24 hours with 2 uM or 10 uM of PAI-039 (AxonmedChem, Groningen, Netherlands)
and/or recombinant human TrkB/Fc chimera, 0.3 ug/mL (R&D Systems, MN, USA), PD98059
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10 uM (Sigma-Aldrich, Germany) and/or Wortmanin 100 nM (SelleckChem, Munich, Germany).
After treatment, MTT (Sigma-Aldrich, Germany) was dissolved in PBS pH 7.4 at 5 mg/ml,
added 10 pl per 100 ul of medium to the wells and incubated for 2 h in the cell incubator (5%
CO; and 37 C). Then, the MTT solution was discarded and DMSO was added to the wells.
Aliquots were transferred to a 96-well plate, and absorbance was measured at 595 nm in a

plate reader. Results were expressed as percentages of non-treated control cells.

2.8. Statistical analysis

All results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Normality was checked
by Shapiro-Wilk's test. After that, data were evaluated by one-way ANOVA or t student test.
When required, two-way ANOVA was also performed. In these cases, when interaction
between two factors was significant, single effects were analysed by one-way ANOVA followed
by post-hoc Tukey's test. The value from F of interaction together with the probability
associated to the single comparison was indicated. When no significant interaction between
two factors was found, main effects were analysed. In those cases where only two groups were
compared, data were evaluated by Student's t test. The extent of correlation between pairs of
variables was measured by Pearson (parametric variables) or Spearman (non-parametric
variables) correlation coefficients. The level of significance was set at P<0.05 (significant) and
P<0.01 (highly significant). All analyses were performed using SPSS 15.0 packages of
Windows (IL, USA).
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3. Results

3.1. AB alters BDNF production and expression of enzymes involved in BDNF maturation

“ex vivo”

Our initial experiments were focused on determine whether the effect of AB could
modulate BDNF maturation. For this purpose, primary cortico-hippocampal neurons treated
with AB2s3s peptide for 24 h were used. AB2s3s peptide was chosen since it is the shortest
peptide sequence that retains biological activity comparable with that of full-length Ap+.42 and
exhibits large B-sheet aggregated structures (Pike et al. 1995; D'Ursi et al. 2004). 10 uM of
AB2s.35 induced a significant increase in proBDNF levels (t(10=-3.148, P<0.05) while decreasing
mBDNF levels (t10= 5.501, P<0.01), which resulted in a wide reduction of mBDNF/proBDNF
ratio (Fig. 1A). As there is a seemingly effect of AP2s.3s on BDNF processing, we next
examined whether AB2s3s could affect proteases involved in the processing of proBDNF. Free
tPA, by activating the extracellular protease plasmin, converts the precursor proBDNF to
mBDNF (Pang et al. 2004), but its convertase activity is inhibited when forming a covalent
complex with PAI-1. It was found that AB2s.35 decreased the levels of free tPA (to= 5.651,
P<0.01) and increased the tPA bounded to PAI-1 (t(10=-5.424, P<0.01). Interestingly, AB2s-35
induced a dramatic increase of PAI-1 (t(10=-5.334, P<0.01)(Fig. 1B).
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Figure 1. AB impairs BDNF maturation and increases levels of PAI-1 protein in primary cortico-hippocampal
neurons. (A) At DIV 14, 24 h-treatment with AB25-35 (10 uM) in wild-type (WT) primary neurons resulted in increased
levels of proBDNF, but decreased levels of mBDNF and mBDNF/proBDNF ratio. (B) This treatment also induced
higher levels of PAI-1 protein, more tPA bound to PAI-1 but less free tPA. (C) In primary neurons from Tg2576 mice,
basal levels of proBDNF were found increased, while both mBDNF and ratio were found decreased when compared
to neurons from WT mice. (D) Similarly, Tg2576 neurons showed higher levels of PAI-1 protein, higher levels of tPA
bound to PAI-1 and lower free tPA. Data are expressed as mean = S.E.M. Histograms show percentage of optical
density (O.D.) values of control (CTL) or WT. Six wells per treatment were used (Neurons from every pup brain were
cultured in one different well). *P<0.05 vs CTL or WT; **P<0.01 vs CTL or WT.
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These observations were confirmed in primary cortico-hippocampal neurons from
hAPPswe over-expressing mice (Tg2576) when compared to wild-type. Primary neurons over-
expressing hAPPswe displayed increased proBDNF (t10= -2.532, P<0.05), decreased mBDNF
(t10= 5.836, P<0.01), decreased tPA (t(12= 2.610, P<0.05) and increased PAI-1 (t(10= -12.596,
P<0.01) and PAI-1-tPA complex (t(10= -4.980, P<0.01) (Fig. 1C and D). Hippocampal samples
from 16 month-old Tg2465 mice presented similar alterations in BDNF processing (higher
levels of proBDNF, t2= -3.534, P<0.05 vs WT mice; lower levels of mBDNF, tqz= 4.449
P<0.01 vs WT mice), which were also accompanied by decreased tPA (2= 2.610, P<0.05),
and increased PAI-1 (t1= -4.718, P<0.01) and PAI-1-tPA complex levels (t12= -5.603,
P<0.01) when compared to WT mice (Fig. 2).
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Figure 2. Impaired BDNF maturation and increased levels of PAI-1 protein in brains from Tg2576 mice. 16 month-
old Tg2576 mice showed increased levels of proBDNF, and decreased mBDNF and ratio in hippocampus when
compared to wild-type (WT) animals. These animals also presented increased levels of PAI-1 protein, as well as
increased levels of tPA-PAI-1 complex and decreased free tPA. *P<0.05 vs WT; **P<0.01 vs WT. Data are
expressed as mean + S.E.M. Histograms show percentage of optical density (O.D.) values of WT. Six Tg2576 and
six WT mice were used.

An exploration of the cortical region BA10 from AD patients revealed that both PAI-1
and PAI-1-tPA complex are significantly increased when compared to age-matched controls
(ten= 2.659, P<0.05 for PAI-1; t1= 2.871, P<0.01 for tPA-PAI-1 complex) (Fig. 3). In AD
samples, it was found a significant correlation between enhanced levels of AB+42 and either
levels of PAI-1 (Spearman’s rho= 0.701, P<0.05, n=8) or levels of tPA-PAI-1 complex
(Spearman’s rho= 0.810, P<0.01, n= 8).
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3.2. AB-induced increased expression of neuronal PAI-1 is JNK/c-Jun-dependent

Among the different active transcription binding sites contained in the PAI-1 promoter
region, the activator protein (AP-1) site mediates a major role in the induction of PAI-1
expression (Keeton et al. 1991). We next checked whether the observed increased expression
of PAI-1 in response to AB could be mediated by c-Jun, which forms the AP-1 transcription
factor in combination with c-fos and is activated by c-Jun NHx-terminal kinase (JNK). Cortico-
hippocampal primary neurons were treated with AB2s.35 together with a specific inhibitor of JNK
activity (SP600125). Since MAPK/ERK pathway can regulate the activity of a broad range of
transcription factors, a specific inhibitor of MEK1/2 (PD98059) was also used in order to check
whether AB-induced increased PAI-1 could be dependent on other transcriptional activities.

BDNF processing and levels of PAI-1 were measured 1 h or 24 h after treatment.
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Figure 3. Increased levels of PAI-1 and tPA-PAI-1 complex in post-mortem samples from AD patients. Both levels of
PAI-1 protein and tPA bound to PAI-1 were found increased in frontal cortices from AD patients when compared to
age-matched normal cognitive controls. *P<0.05 vs CTL; **P<0.01 vs Control. Data are expressed as mean *
S.E.M. Histograms show percentage of optical density (O.D.) values of Control. Twelve AD and twelve control brains
were used.

At 1 h treatment, ABs.3s induced subtle but significant increases of activated
phospho-JNK1 (F315= 3.864, P<0.05 vs Control) and phospho-c-Jun (F15= 8.294, P<0.01 vs
Control), together with increased levels of PAI-1 (F315= 8.404, P<0.01 vs Control). The JNK1/2
inhibitor SP600125 (15 uM), but not the MEK1/2 inhibitor PD98059 (20 uM), restored the
activated state of c-Jun to basal levels (P<0.01 vs AB2s.3s), as well as the expression of PAI-1
(P<0.01 vs AB2s.3s5) (Fig. 4A). At this time point, AP2s.3s prompted higher levels of mBDNF
(Fa15= 4.024, P<0.05 vs Control), which were reverted by SP600125 (P<0.05 vs AB2s-35) and
PD98059 (P<0.05 vs AB2s.35) (Fig. 4B).
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At 24 h treatment, AB2s.35 induced a significant activation, noticeably higher than that
observed after 1 h, of INK1 (F(314= 21.861, P<0.01 vs Control), JNK2 (F3,14= 13.153, P<0.01
vs Control) and c-Jun (F1)= 16.582, P<0.01 vs Control), and increased levels of PAI-1 (F 3 14=
54.449, P<0.01 vs Control). While SP600125 inhibitor reverted all these Apas.ss-induced
changes (P<0.01 vs ABas.35 for phospho-JNK1/2, phospho-c-Jun and PAI-1), PD98059 inhibitor
showed an additional increased effect on JNK1, JNK2 and c-Jun activities, as well as on PAI-1
levels (P<0.01 vs ABas.3s for phospho-JNK1 and phospho-JNK2, phospho-c-Jun and PAI-1)
(Fig. 4C). At this time point, AB2s.3s showed an expected increase of proBDNF levels (F315=
3.598, P<0.05 vs Control) and decrease of mBDNF levels (F15= 14.524, P<0.05 vs Control).
SP6001125 inhibitor returned proBDNF (P<0.01 vs AP 2s.35) and mBDNF (P<0.01 vs AB2s.35) to

similar levels than those observed in the control-treated group (Fig. 4D).

3.3. Selective inhibition of PAI-1 normalizes Apz.ss-induced impairments of BDNF

maturation mediated by tPA-plasmin

In our hands, previous experiments brought to light that AR impairs BDNF maturation,
and that this impairment might be linked to altered PAI-1 expression and subsequent failure of
tPA/plasmin cleaving activity. To add further support about the role of PAI-1 on the lack of
BDNF maturation induced by Ap, a selective and specific inhibitor of PAI-1 (PAI-039) was used
(Hetman and Xia 2000) on cortico-hippocampal primary neurons. As observed in Fig. 5A,
inhibition of PAI-1 with PAI-039 (2 uM) led to an unexpected reduction of PAI-1 levels after
AB2s3s treatment (F124= 4.928, P<0.01 for AB2s.35+PAI-039 vs ABs.as, P<0.01 for ABs.as vs
Control), as well as an increase of free tPA (F124= 6.619, P<0.01 for AB2s.35+PAI-039 vs AB2s.
35, P<0.01 for APB2s3s vs Control) and tPA-PAI-1 complex (F124= 14.798, P<0.01 for APz
35+PAI-039 vs AB2s.35, P<0.01 for AP2s.3s vs Control). Interestingly, PAI-039 was able to restore
the APas.3s-mediated decreased levels of MBDNF (F1.24= 9.270, P<0.01 for AB2s.35+PAI-039 vs
AB2s3s, P<0.01 for AB2ss vs Control) to those of Control-treated neurons, as well as the
mBDNF/proBDNF ratio (F1.24= 14.173, P<0.01 for AB2s.35+PAI-039 vs AP 2s.35, P<0.01 for AB2s.
35 Vs Control) (Fig. 5B).
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Figure 4. ABas.3s-induced increased expression of PAI-1 is mediated by JNK-c-jun transcriptional activity. (A) At DIV
14, 1 h-treatment with AB2s.35 (10 uM) in wild-type (WT) primary neurons resulted in an increase of PAI-1 levels that
was accompanied by increased state of phosphorylated JNK1/2 and c-jun. Inhibition of JNK by SP600125 (15 uM),
but not inhibition of MEK by PD98059 (10 uM) decreased levels of phosphorylated c-jun together with protein levels
of PAI-1. At this short time, levels of mBDNF were found increased by AB2s-3sand decreased by SP600125. (B) 24
h-treatment with AB2s.35 (10 uM) induced stronger increases in protein levels of PAI-1 and phosphorylated state of
JNK1/2 and c-jun. Again, these increases were reverted by SP600125. PD98059 potentiated the effects of AB2s-ss.
As expected, 24 h-treatment with AP2s2s increased the levels of proBDNF and reduced mBDNF, although
SP600125 treatment returned their levels to those of A non-treated controls (CTL). Data are expressed as mean +
S.E.M. Histograms show percentage of optical density (O.D.) values of control (CTL). Six wells per treatment were
used (Neurons from every pup brain were cultured in one different well). *P<0.05 vs CTL; **P<0.01 vs CTL; &P<0.05
vs AB2s-35; #P<0.01 vs AB2s-35.
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Figure 5. Inhibition of PAI-1 restores AB2s.3s-induced impairment of BDNF maturation. (A) At DIV 14, 24 h-treatment
with ABas-35 (10 pM) resulted in increased levels of PAI-1 levels and increased levels of tPA bound to PAI-1 but
decreased levels of free tPA in cortico-hippocampal primary neurons. Inhibition of PAI-1 by the specific and selective
inhibitor PAI-039 (2 uM) restored them to levels similar to those of control (CTL) group. (B) PAI-039 also restored
the ABas-3s-induced increased levels of proBDNF and reduced levels of mBDNF as well as the ratio to CTL levels.
Data are expressed as mean + S.E.M. Histograms show percentage of optical density (O.D.) values of control (CTL).
*P<0.05 vs CTL; **P<0.01 vs CTL; "P<0.05 vs AB2s.35; ""P<0.01 vs AB2s.3s.

3.4. PAI-1 inhibition protects neurons against AB-induced neurotoxicity in an mBDNF-

dependent manner

Since AP appears to impair the production of neuronal mBDNF and PAI-1 inhibition
restores mBDNF to basal levels, further experiments were developed to test whether PAI-1
inhibition could render neurons less vulnerable to “ex vivo” AB toxicity, and if so, whether this
neuroprotection could be dependent on mBDNF. Cortico-hippocampal primary neurons from
Tg2576 mice or APzsss-exposed primary neurons from WT mice were treated with PAI-039
and/or TrkB/Fc chimera, which acts as antagonist for TrkB receptor by binding and

sequestering mBDNF.
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AB2s.35 treatment reduced viability of WT primary neurons (F1.2¢= 17.012, P<0.01 vs
Control) but PAI-039 (2uM) reverted AB-induced neurotoxicity (P<0.01 for AP2s.35+PAI-039 vs
AB2s.35). However, a higher concentration of PAI-039 (10 uM) showed neurotoxic effects by
inducing a critical decrease of neuronal viability (F(1,18= 6.587, P<0.05 vs Control) (Fig 6A).
When mBDNF was sequestered by the addition of TrkB/Fc chimera (0.3 pg/mL), the protection
of PAI-039 (2 uM) against APzs.ss-induced damage in terms of reduced viability was fully
abolished (Fi733= 9.872, P<0.01 for AB2s.a5+PAI-039+TrkB/Fc vs ABasas+PAI-039) (Fig. 6B).
MEK-ERK and PI3K-Akt, two major downstream pathways involved in TrkB receptor signalling,
were inhibited in order to reinforce the idea that mBDNF is relevant in the protection exerted by
PAI-1 inhibition against AB-induced neurotoxicity. Inhibition of MEK1/2 by PD98059 (10 uM)
significantly reverted the protection observed by PAI-039 against AB2s-3s (F(10.41= 8.193, P<0.01
for AP2s.35+PAI-039+PD98059 vs AP as-35tPAI-039) However, inhibition of PI3K by wortmaninn
(100 nM) failed to revert that protection (Fig. 6C).
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Figure 6. Reduction of neuronal viability by AB2sss is dependent on PAI-1 expression and subsequent decline of
mature BDNF production. (A) At DIV 14, cortico-hippocampal primary neurons showed reduced viability in the MTT
assay after 24 h-treatment with AB2s-35. Reduced viability was reverted by 2 uM of PAI-039 but potentiated by a
higher concentration of PAI-039 (10 pM). (B) PAI-039-mediated protection against AB2s35 neurotoxicity was
abolished when sequestering mBDNF by the recombinant chimera TrkB/Fc (0.3 pg/mL). (C) PAI-039-mediated
protection against AB2s-35 neurotoxicity was abolished after inhibition of MEK by PD98059 (10 uM) but not after PI3K
inhibition by wortmannin (100 nM). Data are expressed as mean + S.E.M. Histograms show percentage of optical
density (O.D.) values of non-treated control group. **P<0.01 vs non-treated control; $4P<0.01 vs AB2s.35; $8P<0.01 vs

AP2s-35+PAI-039.

As Fig. 7 shows, similar outcomes were achieved in Tg2576 primary neurons. In
short, only the lower dose of PAI-039 improved neuronal viability (t1.25= -4.666, P<0.01) (Fig.
7A), but that effect was fully reverted by TrkB/Fc chimera (F324= 24.487, P<0.01 for PAI-
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039+TrkB/Fc vs PAI-039) (Fig. 7B) or PD98059/wortmaninn treatments (F7.41)= 10.560, P<0.01
for PAI-039+PD98059/wortmaninn vs PAI-039) (Fig. 7C).
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Figure 7. Reduction viability in Tg2576 cortico-hippocampal neurons is dependent on PAI-1 expression and
subsequent decline of mature BDNF production. (A) At DIV 14, Tg2576 primary neurons treated with 2 uM of PAI-
039 showed increased viability in the MTT assay. In contrast, a higher concentration of PAI-039 (10 uM) induced
showed reduced viability in Tg2576 neurons. (B) The increased viability mediated by PAI-039 (2 uM) was abolished
when sequestering mBDNF by the recombinant chimera TrkB/Fc (0.3 pg/mL). (C) The increased viability mediated
by PAI-039 (2 uM) was blocked after inhibition of MEK by PD98059 (10 uM) and after PI3K inhibition by wortmannin
(100 nM) as well. Data are expressed as mean * S.E.M. Histograms show percentage of optical density (O.D.)
values of non-treated control group. Six wells per treatment were used (Neurons from every pup brain were cultured
in one different well). **P<0.01 vs non-treated control; 4P<0.01 vs PAI-039.
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3.5. A paradigm of cognitive stimulation applied to Tg2576 mice prevents high levels of

PAI-1 and restores the impaired BDNF maturation

It has been recently shown by own group that a cognitive stimulation (CS) protocol,
which consists of a 8-week training on response-learning tasks in non-enriched environments,
induced a significant effect on the cognitive decline associated to the amyloid pathology in
Tg2576 mice. In particular, CS induced better retention scores in the Morris water maze
(MWM) test and higher discrimination indexes in the novel object recognition test (NORT)
(Gerenu et al. 2013). We explored whether the beneficial effects of this CS paradigm could be

accompanied by restored maturation of BDNF.

Interestingly, CS re-established the reduced production of mBDNF observed in
Tg2576 mice (F(126= 11.850, P<0.01 vs Tg2576-naive), as well as the ratio mBDNF/pro-BDNF
(F1.46= 49.665, P<0.01 vs Tg2576-naive). Also interesting was the effect of CS on PAI-1 levels
and tPA activity. As expected, CS induced a significant reduction of PAI-1 protein levels
(Fr1.26=14.269, P<0.01 vs Tg2576-naive), together with a increase of free tPA (F1.26=4.498,
P<0.01 vs Tg2576-naive) but a decrease of PAI-1-bound tPA (F(126=17.315, P<0.01 vs
Tg2576-naive) (Fig. 8A). In parallel, Tg2576 mice exposed to CS shown decreased levels of
phospho-JNK1/2 (F1,26=37.403, P<0.01) as well as phospho-c-Jun (P<0.05) when compared
to naive-treated animals (Fig. 8B). It is of particular interest to mention that levels of phospho-
JNK were strongly and negatively correlated to mBDNF (r and P and n), and that discrimination
index at NORT showed negative correlation to PAI-1 levels (Pearson’s r= -0.723, P<0.01, n=
23) and positive correlation to mBDNF levels (Pearson’s r= 0.635, P<0.01, n= 23).
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Figure 8. Increased PAI-1 and reduced mature BDNF might be involved in the cognitive deficits associated to over-
expression of hAPPswe in the Tg2576 mouse. (A) 16 month-old Tg2576 mice (Tg2576-naive) showed increased
levels of proBDNF, and decreased mBDNF and ratio in hippocampus when compared to wild-type (WT)-naive
animals. These animals also presented increased levels of PAI-1 protein, as well as increased levels of tPA-PAI-1
complex and decreased free tPA. Tg2576 mice exposed to cognitive stimulation (Tg2576-CS), a protocol that was
able to compensate for cognitive deficits (Gerenu et al. 2013) showed recovered levels of proBDNF, mBDNF, PAI-1
and free tPA. (B). 16 month-old Tg2576-naive mice also presented a higher phosphorylated state of both JNK1/2
and c-jun proteins when compared to WT-naive mice. However, CS protocol was able to reduce the phosphorylation
state of both proteins to similar levels of those from WT-naive animals. Data are expressed as mean + S.E.M.
Histograms show percentage of optical density (O.D.) values of WT-naive group. Six animals in each group were
used. *P<0.05 vs WT-naive; **P<0.01 vs WT-naive; "P<0.05 vs Tg2576-naive; “P<0.01 vs Tg2576-naive; &P<0.01
vs WT (single effect for Tg2576); $¥P<0.01 vs naiive (single effect of CS).
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4. Discussion

A novel mechanism by which amyloid-B peptide might induce its pathological effects
on AD has been proposed in the present work. Our current results have shown that Ap leads to
a decreased proteolytical maturation of BDNF by neurons. This proteolytical shift toward higher
proBDNF and lower mature BDNF levels appeared to mediate the Ap-associated neurotoxicity.
In contrast to its precursor, proBDNF, mature BDNF participates in many events that are all
generally considered to be beneficial to neuronal survival and function (Park and Poo 2013). In
this sense, experimental data have shown that BDNF deficiency leads to increased
vulnerability to neurotoxic insults and neurodegeneration (Yu et al. 2008; Ye et al. 2012). Initial
post-mortem analyses of AD brains added observations on particular lower levels of BDNF in
those brain areas exhibiting extensive neurodegenerative processes, as hippocampus, cortex
and basal forebrain (Phillips et al. 1991; Peng et al. 2005). Interestingly, the reduced levels of
BDNF correlated with clinical scores of AD (Peng et al. 2005). Further experimental work has
supported and elucidated the effect of AR on BDNF down-regulation by demonstrating that is
specific to the aggregation state of AP into large oligomers (Peng et al. 2009) and that is
dependent on AB-induced dys-regulation of calcium and cAMP signals (Espana et al. 2010).
However, whether A might be involved in the post-translational processing of BDNF and
subsequent availability of the mature form to neurons has been less explored. One previous
study reported that oligomeric AB interfered with the proteolytic conversion of proBDNF to
mature BDNF, resulting in the inhibition of synaptic AMPA receptor delivery (Zheng et al.
2010).

In the present study, a mechanism by which AB might be disrupting the maturation of
BDNF has been proposed. The peptidic fragment corresponding to the amino acid 25 to 35 of
AB, which exhibits large B-sheet aggregated structures comparable to oligomeric Ap, triggered
a rapid and strong expression of PAI-1 by primary cortico-hippocampal neurons that was
dependent on JNK-c-Jun transcriptional activity. The participation of JNK and c-Jun in the Af3-
mediated expression of PAI-1 is not surprising since the activation of neuronal JNK by A is
widely demonstrated (Morishima et al. 2001) and the PAI-1 promoter contains responsive

elements to c-Jun transcription factor (Descheemaeker et al. 1992). Increased levels of PAI-1

154



PAI-1-dependent BDNF maduration by B-amyloid

led to reduced levels of mature BDNF by a higher sequestration of tPA and, therefore, reduced
tPA activity, which in turn is likely to decrease the activity of plasmin, the protease most
involved in BDNF processing (Pang et al. 2004). These data were strengthened by the higher
levels of PAI-1 and lower tPA activity found in samples with vast amyloid pathology, both in
hippocampus from 16 month-old Tg2576 mice and in frontal cortex from AD patients.
Comparable observations regarding the increased levels of PAI-1 together with lower tPA
activity have been achieved in brain samples from APP/PS1 mice and AD patients
(Descheemaeker et al. 1992; Fabbro and Seeds 2009; Liu et al. 2011), although measures of
these parameters in CSF samples from AD patients have shown no change (Martorana et al.
2012). Previous evidence supported the role of PAI-1 in inhibiting tPA activity on AD pathology.
In particular, it has been shown that either PAI-1-deficiency or small-molecule inhibition of PAI-
1 in APP-overexpressing mice led to rapid amyloid clearance and reduced cognitive deficits
through a mechanism that involves A proteolytic degradation by increased tPA and plasmin
activity (Jacobsen et al. 2008; Fabbro et al. 2011; Liu et al. 2011).

We instead focused on the potential role that PAI-1 might exert on AD pathogenesis
by impairing the maturation of BDNF and subsequent withdrawal of trophic support to neurons.
In this sense, inhibition of PAI-1 by the small-molecule PAI-039 increased the levels of free tPA
and offered protection to cortico-hippocampal neurons against AB-induced neurotoxicity by
prompting the production of mature BDNF. It is important to underline that one of most
important mechanisms by which Ap mediate cell death, JNK-c-Jun pathway (Morishima et al.
2001), has been observed to induce PAI-1 expression and subsequent impairment of BDNF
maturation. Interestingly, protection of PAI-1 inhibition against AB-induced neurotoxicity was
abolished when mature BDNF was captured by recombinant TrkB/Fc chimera or when TrkB
signalling was arrested by inhibition of its main downstream player ERK1/2. Due to the
apoptotic nature of proBDNF when bound to p75NR (Teng et al. 2005), it is also important to
consider a potential action of the reduced levels of proBDNF in the neuroprotective effects
induced by PAI-1 inhibition. Contrarily to these findings, some authors have found that PAI-1,
rather than withdraw trophic support, offers neuroprotection to neurons (Soeda et al. 2008; Cho
et al. 2013). One explanation for this controversy could be that PAI-1 would be preventing the
cell death induced by high activity levels of tPA. It is known that under certain circumstances

where tPA is up-regulated (i.e. stroke), its ability to induce plasmin-dependent neuronal survival
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and plasticity (Pang et al. 2004) would be masked by an interaction with NMDA receptors that
eventually induces excitotoxicity (Nicole et al. 2001). Hence, it is not surprising that the
neurotoxicity exerted by a high concentration of PAI-1 inhibitor per se in our hands might be

due to too much facilitation of tPA activity that could mediate excitotoxic events.

Besides its potent actions on neuronal survival and functioning, it cannot be ignored
the relevant participation of BDNF maturation in synaptic plasticity and learning and memory
processes. While proBDNF has been link to enhanced long-term depression (Woo et al. 2005),
mature BDNF is implicated in late-phase long-term potentiation and long-term memory (Pang
et al. 2004). In this study, we used a novel paradigm for cognitive stimulation that was applied
to Tg2576 mice before the onset of amyloid deposition and cognitive decline and was able to
compensate for deficits in spatial and recognition memories late in life (Gerenu et al. 2013).
Notably, the chronic stimulation of cognitive function by this paradigm induced significant
increases of mature BDNF together with decreases of proBDNF in hippocampus. It is widely
accepted that neuronal activity plays a pivotal role in synaptic plasticity and memory processes
by modulating the expression of mainly such neurotrophins as BDNF (Lu 2003). Accordingly,
several works have reported increased levels of BDNF expression in mice brains after
stimulating their cognitive abilities in enriched environments (Branchi et al. 2006; Kuzumaki et
al. 2011). Of particular relevance is our finding that the cognitive simulation-induced restoration
of impaired BDNF maturation observed in Tg2576 mice was related to reduced levels of PAI-1
and higher levels of free and active tPA in hippocampus. This result is in agreement with a
previous study that showed increased tPA and mature BDNF levels in mice exposed to
enriched housing (Obiang et al. 2011), with the difference that the protocol for cognitive
stimulation used in the present study is devoid of any kind of enriched environments. Taken
together, these data suggests a potential role of PAI-1 in mediating impairment of BDNF

maturation and subsequent cognitive dysfunction associated to AD.

PAI-1 is a multi-functional protein that not only regulates fibrinolysis through
inactivation of plasminogen but also modulates several events that have direct effects on cell
function. Its function is so ambiguous that different studies have evidenced its connection with
both the prevention and worsening of various disease states. In particular, elevated levels of
PAI-1 protein have been long associated to the development and progression of cardiovascular

diseases, obesity, diabetes mellitus type Il, metabolic syndrome and cancer (Reuning et al.
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1998; Juhan-Vague et al. 2003; Alessi and Juhan-Vague 2006; Ploplis 2011). More recently,
elevated PAI-1 and following reduced tPA activity has been reported in AD brains (Fabbro and
Seeds 2009), although is relevance in AD pathogenesis is not clear. The present study
demonstrates that pathological levels of AB are able to prompt enhanced PAI-1 expression,
which in turn leads to decreased tPA activity and impaired maturation of BDNF by neurons.
This mechanism has been shown to affect neuronal function and survival, and might take part
in the cascade of events involved in AD-associated memory decline. Thus, we propose PAI-1
as a potential target for intervening the pathological progression of AD and its consequent

declination of memory deficits.
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Discusion

En la presente tesis doctoral se ha disefiado y validado un nuevo protocolo de
estimulacion cognitiva (CS), desprovisto de ambientes enriquecidos, ejercicio fisico o
interaccion social. Este paradigma ha permitido corroborar el efecto beneficioso de la CS como
factor protector, sobre el déficit cognitivo en la EA, asi como en los eventos patoldgicos
asociados a esta enfermedad. Ademas, se ha mostrado un posible mecanismo mediante el
cual la CS puede ejercer sus efectos y, con ello, se plantea una nueva estrategia terapéutica

para la EA..

En general, los efectos beneficiosos del enriquecimiento ambiental en cognicién y
signos patolégicos de la EA estan ampliamente reconocidos en diferentes modelos animales
de la EA (Wolf y col 2006; Costa y col 2007). Sin embargo, no todos los protocolos de
enriquecimiento ambiental han demostrado ejercer los mismos efectos sobre la patologia
amiloide (Lazarov y col 2005; Wolf y col 2006; Cracchiolo y col 2007; Cotel y col 2012) o la
funcion cognitiva (Wolf y col 2006; Costa y col 2007; Cracchiolo y col 2007; Gortz y col 2008;
Cotel y col 2012). Los protocolos de enriquecimiento ambiental consisten generalmente en la
combinacién de diferentes estimulos (Hu y col 2010) para conseguir un ambiente en el que se
combinen las habilidades sociales, fisicas y ambientes anti-estrés. En la presente tesis
doctoral se ha utilizado y validado un método novedoso para inducir un entrenamiento
cognitivo en un modelo experimental de EA, evitando la combinacion de ambientes
enriquecidos, actividades fisicas o interacciones sociales. El modelo de CS empleado en esta
tesis doctoral se basa en los laberintos de tipo Lashley (Lashley-type maze). Estos laberintos
se emplearon ya en los afios 80 en experimentos de aprendizaje de animales no transgénicos
(Ahroon 1976). Incluso se han utilizado como prueba de comportamiento para estudiar el
estado cognitivo de los animales (Hendrich y col 1984). Mas recientemente, un estudio emple6
el MWM, en intervalos de 3 meses, para entrenar cognitivamente a animales transgénicos
(Billings y col 2007). Sin embargo, en la presente tesis doctoral, la prueba de entrenamiento
cognitivo no se basa en una repetitividad de la prueba de evaluacion, lo que dota a los
resultados obtenidos de una mayor fiabilidad en torno al estado cognitivo real de los animales.
La reduccién del numero de errores y del tiempo que emplean los animales en llegar al
estimulo positivo a medida que avanza el entrenamiento confirma el entrenamiento de la
actividad cognitiva de los animales. Ademas, como dicho entrenamiento esté condicionado por

un estimulo positivo, la prueba no supone ningln estrés afiadido para los animales. Los
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resultados obtenidos constituyen una prueba empirica de los beneficios que un paradigma de
CS de larga duracién aplicado en edades tempranas de la vida podria ejercer sobre los
signos patologicos caracteristicos de la EA 'y el deterioro cognitivo asociado a ellos.

Uno de los principales hallazgos de este trabajo consiste en que una CS a edades
tempranas (4 meses) es capaz de compensar los déficits de memoria de reconocimiento y
espacial que muestran los ratones Tg2576 a partir de los 16 meses de edad (edad a la que
estos animales manifiestan deterioro cognitivo). La razén por la cual esta CS induce efectos
significativos a largo plazo sobre la funcion cognitiva podria ser la edad en que se aplicd dicho
protocolo, ya que a edades tempranas el cerebro tiene la capacidad de responder con mayor
eficacia a estimulos sensoriales para la formacién de nuevas redes neuronales. Esta
adaptacion del cerebro, que consiste fundamentalmente en la potenciacion de eventos
neurogénicos y sinaptogénicos, es conocida con el nombre de reserva cognitiva y ha sido
catalogada como un fuerte factor protector frente a los cambios patolégicos de la EA
(Steffener y Stern 2012; Stern 2012). Un estudio “in vivo’ ha defendido esta hipétesis,
mostrando que en el modelo Tg2576, la exposicién a una estimulacién en un ambiente
enriquecido a edades tempranas redujo los déficits cognitivos relacionados con la EA de una
forma mas eficaz que una exposicion a edades mas avanzadas (Verret y col 2013). Es
importante destacar de los presentes resultados que, mientras en ratones transgénicos
afiosos se observaron efectos beneficiosos, los ratones WT no mostraron una mejora
significativa en las capacidades cognitivas. Estas observaciones pueden indicar que la CS no
aporta ningun efecto beneficioso ante el deterioro cognitivo fisiolégico asociado al
envejecimiento (Verbitsky y col 2004), pero en su lugar, pueden compensar la pérdida de
memoria asociada a procesos patoldgicos como la EA. Un estudio longitudinal llevado a cabo
en una poblacién de once mil individuos cognitivamente sanos podria apoyar esta hipétesis,
ya que al someterlos a un protocolo de "entrenamiento cerebral®, estos individuos no
mostraron mejoras significativas en pruebas cognitivas que no habian sido usadas durante
dicho “entrenamiento cerebral” (Owen y col 2010).

Dada la naturaleza genotipica del ratdn Tg2576 (sobre-expresion de la proteina APP
humana con mutacién sueca), parece razonable asociar los déficits cognitivos detectados en
este ratén a su inherente patologia amiloide. En este sentido, nuestros resultados muestran

que la CS logré disminuir los niveles de AP soluble, hecho que se vio estrechamente

correlacionado con la mejora cognitiva. Por el contrario, la CS no afect6 a la carga de AB
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insoluble, dejando también intacto el nimero de placas de amiloide. Los resultados obtenidos
se apoyan en estudios en los que se defienden las especies solubles de AR como causantes
del dafio sinaptico, neurodegeneracién y posterior deterioro cognitivo (McLean y col 1999;
Kayed y col 2003), y en observaciones que han evidenciado la falta de asociacién de las
placas amiloides con el desarrollo de las manifestaciones clinicas (Arriagada y col 1992;
Serrano-Pozo y col 2011). La fraccion soluble de A esta formada por mondmeros, oligémeros
y fibras, pero las especies oligoméricas son las que en diversos estudios se clasifican como
las mas neurotoxicas (Kayed y col 2003; Cheng y col 2007; Zheng y col 2010). Nuestros
experimentos mostraron una disminucién de los niveles de AB*56, dodecamero de A, en
animales Tg2576 sometidos a CS, que, a su vez, se vio correlacionada con una mejora de la
retencion de memoria en el MWM y del indice de discriminacion en el NORT. Este dato es de
particular importancia debido a que el docecamero AB*56 ha sido descrito como el oligémero
que produce mayores efectos en el deterioro cognitivo tanto en modelos animales de EA como
en humanos (Lesne y col 2006; Billings y col 2007; Cheng y col 2007). Estas observaciones, a
pesar de no establecer una relacion causal, apoyan una asociacion de la disminucion de
AB*56 con la mejora cognitiva inducida por la CS. Con los presentes resultados no se puede
aportar una explicacion a la fuerte reducciéon de AB*56 mediada por la CS. Sin embargo, es
preciso especular que la CS podria estar disminuyendo los niveles de AB*56 mediante: 1)
limitacion de la produccion de mondmeros; 2) induccién de su aclaramiento; 3) favoreciendo
su agregacion en placas. Sin embargo, la tincion inmuno-histoquimica de AP reveld que el
numero de placas no se habia alterado por la CS, lo que hace descartar este ultimo punto. Por
el contrario, los reducidos niveles de C99 y BACE1 y el aumento de C83 y ADAM17 indican
que el procesamiento amiloidogénico estd disminuido y, por tanto, la produccién del
mondmero podria estar disminuida. Asimismo, una posible mediacién de ciertos procesos de
aclaramiento de ApB por la CS podria contribuir indudablemente al descenso de los niveles de
AB*56.

A pesar de que el modelo Tg2576 no desarrolla NFTSs, si presenta un aumento de los
niveles de fosforilacion de Tau asociado a la edad y a la alta actividad de cinasas de Tau (Otth
y col 2002; Ferrer y col 2005; Cuadrado-Tejedor y col). Resulta llamativa, ademas, la reversién
de los altos niveles de fosforilacion de Tau y actividad de cinasas de Tau (como GSK3p y
cdk5) inducida por la CS en animales Tg2576. Se observé que los niveles de fosforilacién de

Tau estaban correlacionados tanto con AB*56 como con AB14.. Es importante resaltar que la
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CS no afect6 ni a los niveles de fosforilacion de Tau ni a la actividad de sus cinasas asociadas
al envejecimiento en ratones WT. Estos datos, junto con la asuncion cada vez mas aceptada
de que la patologia Tau constituye un evento secundario de la patogenia de la EA (Otth y col
2002; Hurtado y col 2010; Jin y col 2011), hacen pensar que el efecto de la CS en la patologia
Tau podria ser una consecuencia directa de la reduccion de la carga amiloide.

Hasta el momento, una importante carencia hasta el momento de los estudios de
enriquecimiento ambiental, ha sido la diseccién de los mecanismos implicados en sus efectos
beneficiosos sobre los signos y sintomas de la EA. En este sentido cabe destacar los cambios
moleculares detectados en modelos animales de enriquecimiento ambiental en las
neurotrofinas. De hecho, varias publicaciones apoyan la potenciacién de las funciones
cognitivas a través de la induccién de la expresion de BDNF y otras neurotrofinas en animales
estimulados en ambientes enriquecidos (Branchi y col 2006; Kuzumaki y col 2011). Sin
embargo, debido a que hasta el momento no se han utilizado protocolos que emulen
exclusivamente las situaciones de CS, los mecanismos mediante los cuales la CS pudiera
gjercer sus efectos beneficiosos no son conocidos. Por eso, encontrar cambios moleculares
relevantes inducidos por la CS que pudieran compensar los efectos neurodegenerativos de AB
podria suponer un comienzo para la descripcion de un nuevo mecanismo a través del cual
actuar en la EA. Debido al importante papel que juegan los factores neurotréficos en la
funcionalidad y supervivencia neuronal, y en los procesos de memoria y aprendizaje, se
decidi6 abordar el estudio de la implicacion de BDNF en los efectos mediados por la CS, ya
que se trata de uno de los factores neurotréficos mas especificos del SNC.

Durante los ultimos afios, la actividad y funcién del factor neurotréfico BDNF se ha
estudiado en profundidad, lo cual ha llevado al conocimiento de su actividad dual. Se ha
descrito que, mientras proBDNF induce cascadas de sefializacion apoptética y LTD (Woo y col
2005), mBDNF es crucial en el mantenimiento de una correcta funcién neuronal, y en la
formacién de nuevas memorias a través de la induccién de LTP (Pang y col 2004). En este
sentido, datos experimentales han mostrado que la deficiencia en mBDNF provoca un
aumento de la vulnerabilidad ante agentes neurotoxicos y eventos neurodegenerativos (Yu y
col 2008; Ye y col 2012). Ademas, el andlisis post-mortem de cerebros de EA revela que los
niveles de BDNF disminuyen en regiones donde la neurodegeneracion es especialmente
acusada, como el hipocampo, corteza y prosencéfalo basal (Phillips y col 1991; Peng y col

2005). Curiosamente, se ha descrito que la reduccion de la expresion de BDNF en el cerebro
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estd correlacionada con parametros clinicos de EA (Peng y col 2005). Algunos trabajos de
investigacion defienden que esa disminucién de BDNF es dependiente del estado de
agregacion de Ap (Peng y col 2009) y de la desregulaciéon de sefiales de Ca?* y cAMP
(Espana y col 2010). Sin embargo, la posible implicacion de A sobre el procesamiento post-
traduccional de BDNF, en concreto, su maduracion, no ha sido estudiada en detalle hasta el
momento. Existe un Unico estudio previo mostrando que los oligdmeros de AP favorecen la
inhibicién del receptor AMPA mediante disminucién del procesamiento proteolitico BDNF
(Zheng y col 2010).

En nuestro paradigma de CS, la estimulacién continuada de las funciones cognitivas
logré inducir de manera significativa un aumento de mBDNF, a la vez que una disminucién de
los niveles de proBDNF en el hipocampo de ratones Tg2576. Probablemente, el aumento de la
maduracion del factor neurotréfico BDNF podria estar involucrado en los efectos beneficiosos
mostrados por la CS, tales como la mejora de la patologia sinéptica y la mejora cognitiva (Lu
2003). Sin embargo, experimentos de “loss-of-function” deberan ser realizados en un futuro
para aportar claridad a esta hipétesis.

La siguiente cuestion abordada en este trabajo fue la de estudiar si los niveles
disminuidos de AP soluble y el aumento de la maduracion de BDNF observados tras el
protocolo CS pudieran tener una conexién causa-efecto. Para ello, se utilizd en neuronas
primarias cortico-hipocampales, el fragmento peptidico del aminoacido 25 al 35 de AP (AB2s-
35), que al agregarse forma laminas B comparables a las de los oligdmeros solubles de Ap.
Los resultados mostraron que Ap provocd una disminucién del procesamiento proteolitico de
BDNF, y por tanto, de su maduracién. La alteraciéon de este procesamiento proteolitico se
tradujo, asi, en un aumento en los niveles de proBDNF y una disminucién de los niveles de
mBDNF.

Un dato interesante fue encontrar que AP2s.3sinducia una répida y fuerte expresion de
PAI-1 dependiente de la actividad transcripcional de JNK/c-Jun. Este dato sugiere la existencia
de un mecanismo por el cual unos altos niveles de AB podrian estar alterando la maduracién
de BDNF, y consecuentemente, favoreciendo los procesos neurodegenerativos. Plasmina y
MMP-7 (ambas extracelulares), y furina (intracelular) son las proteasas capaces de inducir el
procesamiento proteolitico de BDNF (Carlino y col 2012). La plasmina es la principal proteasa
extracelular y su actividad esta regulada por el sistema PAI-1-tPA. Elevados niveles de PAI-1

implican un mayor secuestro de tPA y por lo tanto, una reduccion de la actividad de tPA. Por
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tanto, en Ultima instancia, tPA es la que en Ultima instancia regula la actividad de plasmina, y
en consecuencia, el procesamiento de BDNF (Pang y col 2004).

En la presente tesis, se observaron niveles aumentados de PAI-1 y niveles
aumentados de tPA inactivo (unido a PAI-1) tanto en hipocampos de ratones Tg2576 de 16
meses de edad como en corteza frontal de pacientes de EA. Otros estudios apoyan estos
resultados al mostrar elevados niveles de PAI-1 junto con disminucién de actividad de tPA en
cerebros de otros modelos animales de EA (APP/PS1) y también en pacientes de EA (Fabbro
y Seeds 2009; Fabbro y col 2011; Liu y col 2011). Aunque también se han medido estos
parametros en CSF de pacientes con EA, no se han detectado cambios significativos
(Martorana y col 2012). La disminucién de los niveles hipocampales de mBDNF en los
animales Tg2576 se encontrd acompafiada de un aumento en los niveles de PAI-1 y una
disminucién de los niveles de tPA libre y activo. El hecho de que la aplicacién del protocolo de
CS consiguiera restablecer estos valores invita a especular sobre la potencial implicacion de la
maduracion de BDNF mediada por tPA/plasmina en los efectos beneficiosos que la CS ejerce
en la funcién cognitiva. Los presentes resultados son similares a los mostrados en un estudio
previo que describe un aumento en los niveles de tPA y mBDNF en animales sometidos a un
protocolo de EE (Obiang y col 2011), con la diferencia de que el protocolo de CS utilizado en
la presente tesis doctoral no implica ningun tipo de estimulo ambiental enriquecedor.

Diversas investigaciones han estudiado la implicacion de PAI-1 en la EA mediante la
inhibicién de tPA. Concretamente, la inhibicion de PAI-1 con pequefias moléculas o la
deficiencia de PAI-1 en animales que sobre-expresan APP inducen un aclaramiento de AB y
reducen los déficits cognitivos. Por lo tanto, el mecanismo que subyace a este aclaramiento de
AP se debe a una degradacién proteolitica mediada por tPA/plasmina (Jacobsen y col 2008;
Fabbro y col 2011; Liu y col 2011). Sin embargo, el presente trabajo se centra el papel que
PAI-1 ejerce en la patologia EA mediante sus efectos en la maduracién de BDNF vy, por tanto,
en el soporte tréfico de las neuronas. En este sentido, la inhibicion de PAI-1 con PAI-039 elevé
los niveles de tPA activo y protegié a neuronas cortico-hipocampales frente a la neurotoxicidad
inducida por ABas3s. Esta proteccion fue mediada por una aumento en la producciéon de
mBDNF, ya que el secuestro de mBDNF por la adicién de la proteina quimérica TrkB revirtio
esta neuroproteccién. Debido a la naturaleza pro-apoptética de proBDNF, cabe tener en
consideracion que los niveles disminuidos de proBDNF tras la inhibicién de PAI-1 también

podrian haber favorecido la neuroproteccion frente a APB. A pesar de que los presentes
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resultados muestran un efecto neuroprotector de la inhibicién de PAI-1, algunos autores
también han descrito una accion neuroprotectora de la propia actividad de PAI-1 (Soeda y col
2008; Cho y col 2013). Esta controversia podria ser debida a la neuroproteccion que PAI-1
ejerce en aquellas situaciones en las que hubiera excesivos niveles de tPA activo y plasmina.
Una sobre-activacion de plasmina induce excitotoxicidad al interaccionar con receptores
NMDA (Nicole y col 2001). Es por ello que tampoco debe sorprender la neurotoxicidad que se
obtuvo al utilizar altas concentraciones de PAI-039, ya que una mayor inhibicién de PAI-1 y
por tanto, una desmesurada activacién de tPA, podria haber desencadenado los efectos
excitotdxicos descritos. En su conjunto, estos datos proponen la implicacién de PAI-1, a través
de la modificacion de la maduracion de BDNF, en los efectos neurodegenerativos asociados a
la EA del péptido AB.

PAI-1 es un proteina multi-funcional que, ademas de regular la fibrindlisis al inhibir
plasmina, regula también otros procesos que tienen efectos directos en la funcién celular. La
funcionalidad de PAI-1 resulta tan ambigua que se han publicado datos apoyando tanto el
caracter preventivo como negativo de PAI-1 en diferentes patologias. Concretamente,
elevados niveles de PAI-1 se han asociado con la aparicién y desarrollo de patologias
cardiovasculares, obesidad, sindrome metabdlico y cancer (Reuning y col 1998; Juhan-Vague
y col 2003; Alessi y Juhan-Vague 2006; Ploplis 2011). Recientemente, y como ya se ha dicho
anteriormente, se han detectado niveles elevados de PAI-1 acompafiados de niveles
disminuidos de tPA activo en cerebros de pacientes de EA (Fabbro y Seeds 2009). No
obstante, la relevancia que esta alteracion pudiera tener en la patologia de la EA no ha sido
abordada en profundidad. Este trabajo demuestra que niveles patolégicos de A son capaces
de inducir un aumento de los niveles de PAI-1, que mediante la inhibicidon de tPA/plasmina,
limitara la disponibilidad de mBDNF en neuronas. Se ha demostrado que este mecanismo
afecta a la funcién y supervivencia neuronal y puede formar parte de la cascada de eventos
implicados en el déficit cognitivo asociado a la EA.

En definitiva, en el presente trabajo de investigacion se ha disefiado y validado un
nuevo modelo de CS temprana para animales de experimentacion, intentando simular altos
niveles educacionales u ocupacionales en humanos. Este paradigma consiguidé 8-9 meses
después del entrenamiento cognitivo, compensar los déficits de memoria espacial y de
reconocimiento, asi como disminuir los signos patolégicos asociados a la EA en animales

Tg2576. Entre ellos, cabe destacar la disminucion de los niveles totales de la fraccion soluble
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de AB v, en particular, la disminucion de los niveles del dodecamero AB*56 y su fuerte
asociacién con el estado cognitivo de los animales. Por otra parte, se ha propuesto como
mecanismo subyacente a los efectos beneficiosos de la CS el aumento de la maduracién del
factor neurotrofico BDNF. La disminucion del procesamiento de BDNF inducido por el péptido
AB hizo abordar el estudio de un nuevo mecanismo por el que AP pudiera estar ejerciendo sus
efectos neurodegenerativos en la EA. La implicacién de PAI-1 en este mecanismo llevo a
proponer PAI-1 como posible diana terapéutica para el tratamiento de la EA y sus déficits

cognitivos asociados.
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Conclusiones

1.- En la presente tesis doctoral se ha disefiado y validado un nuevo paradigma de
estimulaciéon cognitiva. Este modelo experimental de estimulacién cognitiva es un
modelo alternativo a los clasicos protocolos de enriquecimiento ambiental en los que

en los que la actividad fisica y la interaccion social son los principales estimulos.

2.- El paradigma de estimulacion cognitiva, aplicado a una edad temprana, compens6
el deterioro cognitivo que el modelo animal de enfermedad de Alzheimer (raton
Tg2576) muestra a los 16 meses de edad en las pruebas de laberinto acuatico de
Morris (MWM) y de reconocimiento de nuevos objetos (NORT). Estos resultados
ponen de manifiesto el papel preventivo que una alta actividad cognitiva podria tener
en la manifestacion de los sintomas clinicos de la Enfermedad de Alzheimer.

3.- El paradigma de estimulacion cognitiva aumenté los niveles de marcadores
sinapticos, como PSD95 y NR1, y proteinas que participan en la formacion y
consolidacion de nuevas sinapsis, como Arc y B-catenina, en animales Tg2576 de 16
meses. Por lo tanto, la reversion de la patologia sinaptica, caracteristica de este
modelo animal y de la propia Enfermedad de Alzheimer, podria contribuir a la mejora

cognitiva detectada en este grupo experimental.

4.- La patologia amiloide, caracteristica de los ratones Tg2576, fue disminuida
significativamente por la estimulacién cognitiva. Los cambios méas relevantes se
detectaron en los niveles de AB en la fraccion soluble, mientras que los niveles de AB
en la fraccién insoluble y la densidad de placas de amiloide se mantuvieron intactos.
En concreto, la reduccion del péptido AB142y del dodecamero de A3, AB*56, asi como
la robusta correlacion de éste ultimo con la retencion en el MWM y con el indice de

discriminacién en el NORT indican que los efectos beneficiosos de este paradigma
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frente al deterioro cognitivo pudieran ser debidos a la disminucion de ciertas especies
solubles de Ap.

5.- Los efectos del paradigma de estimulacién cognitiva en la patologia amiloide
podrian estar mediados por la reduccién del procesamiento amiloidogénico de la
proteina APP, puesto que se observd una reduccion de la enzima BACE1, principal 3-
secretasa, un aumento de la metaloproteasa ADAM17, principal a-secretasa, ademas
de una reduccion del cociente entre los fragmentos C99 y C83, derivados del

procesamiento de APP.

6.- La patologia Tau, uno de los mecanismos principales de neurodegeneracion y
deterioro cognitivo en la Enfermedad de Alzheimer, se atenu6 significativamente por la
estimulacién cognitiva, probablemente mediada por la disminucion de la patologia AB
descrita anteriormente. Asi, el paradigma de estimulacion cognitiva redujo
significativamente los niveles de fosforilacion de Tau y la actividad de cinasas de Tau,
como cdk5 y GSK3.

7.- El paradigma de estimulacion cognitiva no indujo cambios a nivel molecular ni
funcional en ratones “wild-type”. Estos resultados indicarian que si bien la estimulacion
cognitiva contribuye a la mejora cognitiva asociada a la patologia de la Enfermedad de

Alzheimer, sin embargo, no aporta beneficio alguno al envejecimiento no patolégico.

8.- El déficit de maduraciéon de BDNF asociado a la patologia amiloide en ratones
Tg2576 de 16 meses fue compensado por la estimulacién cognitiva, al inducir un

aumento de los niveles de mBDNF y una disminucion de los de proBDNF. Por otro
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lado, estudios en cultivos primarios de neuronas demostraron que el péptido AB
induce una alteracion de la maduracion de BDNF, al disminuir los niveles de mBDNF y
aumentar los de proBDNF. Por ello, el aumento de la disponibilidad de mBDNF se ha
propuesto como mecanismo subyacente a los efectos beneficiosos de la estimulacion

cognitiva frente a la patologia amiloide.

9.- AB2s35indujo un aumento en la expresion de PAI-1 mediante un mecanismo en el
que esta implicada la via JNK/c-Jun. Este aumento permite la unién de PAI-1 a tPA,
inactivando tPA. La inhibicion de PAI-1 resulté en la activacion de tPA (aumento de
tPA libre), lo cual promovié la maduracion de BDNF vy, por tanto, aumentd la
disponibilidad de mBDNF. Estos resultados sugieren que el aumento de la expresion
de PAI-1 inducido por niveles patologicos de Ap alteran el procesamiento proteolitico

necesario para la maduracion de BDNF.

10.- La inhibicion de PAI-1 protegié de la neurotoxicidad inducida por AB2sss en
neuronas primarias. Tanto el secuestro de mBDNF por la proteina quimérica TrkB/Fc
como el bloqueo parcial de la sefializacion del receptor TrkB mediante la inhibicién de
ERK (PD08059) revirtié dicha proteccién. Estos resultados sugieren que el déficit de
disponibilidad de mBDNF inducido por un aumento de PAI-1 podria estar implicado en

la neurotoxicidad ejercida por Ap.

11.- Los resultados obtenidos en animales de experimentacion sugieren que la
estimulacion de la funcidn cognitiva en edades tempranas es suficiente para
compensar el desarrollo de ciertos fendmenos patoldgicos caracteristicos de la
Enfermedad de Alzheimer, como las patologias amiloide, Tau y sinéptica, y con ello, el
deterioro cognitivo, en edades avanzadas. Ademas, la demostracion empirica de que
el déficit en la disponibilidad de BDNF maduro, inducido por niveles altos de PAI-1,
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juega un papel importante en las acciones neurodegenerativas del péptido A3, sugiere
que la alteracién de este mecanismo podria subyacer a los efectos beneficiosos de la
estimulacion cognitiva. Los resultados de la presente tesis doctoral apoyan la hipétesis
de que la manipulacion farmacolégica de la maduracién de BDNF mediante a
inhibicion de PAI-1, podria suponer una nueva diana terapéutica para el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer.
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