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RESUMEN







La Enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa cuyos sintomas no inclu-
yen soélo la pérdida de memoria, sino también problemas en la funcion ejecutiva, cambios de personalidad,
etc. Se trata de una enfermedad compleja, en la que intervienen numerosos factores de riesgo y en la que se
observan alteraciones a distintos niveles, histoldgico, metabdlico, genético, etc. A nivel histolégico, los cere-
bros de pacientes de AD se caracterizan por la existencia de una importante neurodegeneracion, especial-
mente de las neuronas colinérgicas, asi como por la acumulacién de los dos principales marcadores de la AD:

las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada.

La AD es la principal causa de demencia en el adulto y, probablemente debido al aumento de la es-
peranza de vida y el envejecimiento de la poblacién, su incidencia es cada vez mayor y constituye un impor-
tante problema econdmico-sanitario. No obstante, a pesar de los numerosos trabajos de investigacion que
se centran en estudiar las causas que pueden provocar la AD y en encontrar un posible tratamiento, los tra-
tamientos actuales sélo presentan un efecto moderado en algunos de los sintomas de las etapas mas inicia-

les de la enfermedad siendo ineficientes en las etapas mas avanzadas.

Uno de los factores de riesgo en el desarrollo de la AD que ha generado un gran interés en los ulti-
mos afios es la diabetes y la resistencia a la insulina a nivel del sistema nervioso central (CNS), llegando a
hablarse de diabetes de tipo 3. Son numerosos los estudios que prueban que la administracion de insulina es
capaz de mejorar la memoria tanto en personas sanas como en pacientes de AD y se ha demostrado también
que factores como el IGF-1 y el GLP-1, cuyos mecanismos se encuentran estrechamente relacionados con los
de la insulina, pueden actuar como factores de crecimiento y neuroprotecciéon en el CNS. Asimismo, en pa-

cientes de AD, se ha descrito un déficit en la sefializacién de insulina/IGF-1 y GLP-1.

De manera que estudiamos los niveles de los receptores de insulina, IGF-1 y GLP-1, asi como los nive-
les de IRS-2 en el modelo 3xTgAD, ampliamente utilizado para el estudio de la AD. Se analizaron tanto los
niveles de RNA como los de proteinas en diferentes etapas de la enfermedad. Asi, descubrimos que, si bien
no se observa una alteracién en los niveles de las proteinas estudiadas durante la etapa prodromal, los nive-
les de IGF-1R a nivel de mRNA se encuentran significativamente elevados en los animales 3xTgAD en compa-
raciéon con los animales WT a los 9 meses de edad. Este aumento a nivel de mRNA podria ser un mecanismo
de compensacidn ante la reduccidn de los niveles de IGF-1R en la superficie de las neuronas provocada por la

accién del AB extraneuronal a 9y 12 meses.

A la vista de estos resultados, nuestra hipotesis fue que la sefializacién de la insulina/IGF-1 a través
de sus receptores es necesaria para el buen funcionamiento neuronal y, para comprobarlo, disefiamos dos
estrategias en sentidos contrarios, uno para el silenciamiento de IR/IGF-1R, y otro para la sobreexpresién de
IGF-1R y GLP-1R. Para ello, empleamos vectores adenoasociados del pseudotipo AAV2/rh10, que permiten

una transduccién eficiente de neuronas y la expresion a largo plazo del transgén.



En primer lugar, clonamos las secuencias de tres shRNAs diferentes de IGF-1R en un plasmido ade-
cuado para la generacidén de vectores adenoasociados y probamos su eficiencia in vitro para seleccionar el
mas eficiente y producir con él el vector con el que llevar a cabo un experimento de silenciamiento del
IR/IGF-1R. Para ello, administramos este vector en el hipocampo de hembras 3xTgAD de dos meses de edad
y comprobamos que, en estas condiciones, la acumulacidn intraneuronal a 4 meses de edad es mds agresiva

gue en hembras inyectadas con un vector que expresaba un shRNA-scrambled.

Por otra parte, también llevamos a cabo la produccidn de vectores adenoasociados para la sobreex-
presion a largo plazo de IGF-1R y de GLP-1R. Se inyectaron machos y hembras 3xTgAD de 5 meses y a los 12
meses de edad se analizaron los efectos de la sobreexpresién en comparacién con animales WT y 3xTgAD
inyectados con un virus control. En primer lugar, se comprobé que los animales 3xTgAD presentan altos nive-
les de ansiedad en comparacién con los animales WT y la sobreexpresidon de GLP-1R es capaz de revertir este
comportamiento tanto en machos como en hembras, mientras que la sobreexpresiéon de IGF-1R sélo es efec-

tiva en hembras.

A continuacidn, se analizaron las habilidades cognitivas de los animales, y se observé que los machos
3xTgAD no presentan graves problemas de aprendizaje ni de memoria en comparacién con los animales WT,
y el tratamiento con el vector AAV2/rh10-GLP1R aumenta su flexibilidad cognitiva, tanto respecto a los ani-
males 3xTgAD-Null como respecto a los animales WT-Null. En cuanto a la histopatologia de los machos
3xTgAD, las Unicas diferencias significativas encontradas son en cuanto a la neurodegeneracion del cortex

cerebral. Ambos tratamientos consiguen revertir este problema.

A diferencia de los machos, en las hembras 3xTgAD si se observan déficits en la capacidad de apren-
dizaje y la memoria en comparaciéon con las WT, que se normalizan con la administracién del vector
AAV2/rh10-IGF1R. En correlacion con estos déficits cognitivos, se observa en ellas una mayor acumulacion
de AB y tau, asi como una mayor neuroinflamacién y una mayor pérdida neuronal al compararlas con las
hembras WT y con los machos 3xTgAD. La sobreexpresién de IGF-1R y GLP-1R no consigue reducir la acumu-
lacion de AB y, aunque ambos tratamientos son eficientes para la reduccién de la neuroinflamacién y la pér-
dida neuronal, sélo el vector AAV2/rh-IGF1R consigue reducir los niveles de tau, lo que indicaria que es la
reducciéon en la acumulacién de tau lo que provoca una mejora en el aprendizaje espacial y la memoria de las

hembras 3xTgAD.



I.INTRODUCCION







1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1 DEMENCIA

Se define como demencia a la pérdida progresiva de la funcidn cognitiva independientemente del
estado de atencidn y que afecta a las funciones sociales y personales del individuo. Debe distinguirse de la
pérdida de memoria debido a la edad, en la que, a pesar de la degradacién gradual de la memoria, el fun-
cionamiento intelectual de la persona es correcto en general y no se observan cambios en el comportamien-
to y la personalidad del paciente, ni desorientacién espacial, aspectos que si aparecen en el caso de la de-
mencia. Por tanto, la demencia no forma parte del proceso normal de envejecimiento, sino que se trata de

una patologia (Lalana).

Las demencias se pueden clasificar como demencias corticales y subcorticales. De las primeras, la
mas importante es la enfermedad de Alzheimer (AD de sus siglas en inglés, Alzheimer’s Disease), también
conocida como demencia temporoparietal. Otros tipos de demencia son la demencia frontotemporal o
complejo PICK, la demencia vascular, la demencia con cuerpos de Lewy, la enfermedad de Creutzfeld-Jakob,
la neurosifilis, la Corea de Huntington, paradlisis supranuclear progresiva, enfermedad de Parkinson y la en-

fermedad de Wilson.

1.2 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.2.1 DESCUBRIMIENTO E HISTORIA

Es la causa mas comun de demencia en el adulto. Fue descrita por primera vez por el psiquiatra
aleman Alois Alzheimer en una mujer de 55 afios llamada Auguste Deter. La paciente habia sido admitida en
un centro psiquidtrico cuatro aflos antes, cuando empezd a desarrollar unos fuertes celos hacia su marido y
un comportamiento errdtico, confuso y alucinatorio. Al morir la paciente en 1906, A. Alzheimer reporté el
caso publicamente, donde detallaba los sintomas psiquiatricos, asi como el estado de confusién y desorien-
tacion espacial y temporal en que se encontraba la paciente y que hoy en dia constituyen uno de los crite-

rios para el diagndstico de la AD (Strassnig and Ganguli, 2005).

Cuando Alois Alzheimer examind histolégicamente el cerebro de la paciente, observé una pérdida
neuronal importante, asi como unas neurofibrillas y unas placas miliares de una sustancia que no supieron
identificar y que hoy dia se consideran los principales marcadores histopatoldgicos de la enfermedad de

Alzheimer: los ovillos neurofibrilares y las placas amiloides (Strassnig and Ganguli, 2005), (Dahm, 2006)



(Figura 1.1). Segun A. Alzheimer, la patologia de Auguste D. no se parecia a ninguna enfermedad psiquiatrica

conocida hasta ese momento.

Inicialmente, los estudios y conclusiones de A. Alzheimer fueron
recibidos con escepticismo por sus colegas, que no creian que las caracte-
risticas histoldgicas observadas pudieran estar relacionadas con los sinto-
mas psiquiatricos de la paciente, que ellos consideraban asociados a una
demencia vascular (Lage). Fue Emil Kraeplin, mentor de A. Alzheimer,
quien dio el nombre de “Alzheimer’s disease” a este tipo de demencia,
gue clasificdé como presenil (<65 afios), para diferenciarla de la demencia
senil. El término aparecié por primera vez en un libro publicado por
Kraeplin en 1910 titulado “Dementia at the Degenerative Age” (Lage,

2006) y ha perdurado hasta hoy. Por otra parte, en 1997 se descartd la

AN presencia de isquemia u otro tipo de lesiones a partir de cortes de tejido

de August que se conservaban en el Instituto de Neuropatologia de la Uni-
Figura 1.1. Dibujos realizados por

A. Alzheimer a partir de la obser- yersidad de Munchen (Lage).
vacion de las muestras de A. Deter.

Actualmente, desde el punto de vista neuropatoldgico, la enfer-
medad de Alzheimer se considera un proceso patoldgico caracterizado por la presencia de placas AB (espe-
cialmente placas neuriticas) y ovillos neurofibrilares, asi como la subsecuente pérdida neuronal y sinaptica,
atrofia, gliosis, y, a menudo, angiopatia amiloide (Hyman et al., 2012). Estos marcadores neuropatoldgicos

pueden, o no, provocar una sintomatologia clinica especifica (Knopman et al., 2003), (Bennett et al.).

Es por esto ultimo que ultimamente se ha propuesto el término “patologia de Alzheimer” para refe-
rirse a los signos neuropatoldgicos de la enfermedad, a fin de evitar la confusién con el término “enferme-
dad de Alzheimer”, que se restringe a designar la enfermedad clinica con sintomas que abarcan desde la

fase de predemencia a la demencia mds o menos severa (Dubois et al.)

En 2014, casi 36 millones de personas en todo el mundo sufrian demencia, siendo la principal causa
de incapacidad a partir de los 65 aifos de edad. Esto supone un coste de 605 mil millones de ddlares en todo
el mundo, lo que supone un 1% del PIB mundial. Esto convierte a la demencia y, en particular, la AD, en una

enfermedad de gran importancia en todo el planeta.

Los criterios clinicos y neuropatolégicos para el diagndstico de la enfermedad, las distintas fases en
gue se divide la evolucién de la misma y las técnicas usadas para llevar a cabo dicho diagndstico, seran dis-

cutidos mas adelante.



1.2.2 FACTORES GENETICOS Y RIESGOS AMBIENTALES

En un estudio de poblacion realizado en 2006 por Gatz et al. entre gemelos mono- y dicigdticos, los
autores confirman que la AD tiene un alto factor de heredabilidad que no varia con el sexo. También de-
muestran un papel de los factores genéticos en cuanto a la edad de inicio de la enfermedad (Gatz et al.,

2006).

Segun el grado de heredabilidad, se puede clasificar la AD en dos variedades de la enfermedad: el
Alzheimer familiar (FAD por sus siglas en inglés), enfermedad autosémica dominante que generalmente
aparece antes de los 65 afios; y el Alzheimer esporadico (SAD), enfermedad no mendeliana y cuya sintoma-

tologia se hace evidente a partir de los 65 afios del paciente.

En 1984, Glenner et al. demostraron que las fibrillas amiloides presentes en muestras de pacientes
de AD y en muestras de pacientes de Sindrome de Down eran casi idénticas, lo que les llevé a sugerir que la

AD estaba genéticamente ligada al cromosoma 21 (Glenner and Wong, 1984a).
El FAD se relaciona con diferentes mutaciones en tres genes distintos:

- El gen de la proteina precursora amiloide (APP), codificada en el cromosoma 21 (Goate et al.),
pero responsable sélo de unos pocos casos de FAD (Kamino et al., 1992).

- Elgen de la Presenilina-1, responsable del procesamiento de la APP, codificado en el cromosoma
14 (Schellenberg et al., 1992) por el gen S182 (Sherrington et al., 1995).

- El gen de la Presenilina-2, homdloga a la anterior y codificada en el cromosoma 1 (Levy-Lahad et
al., 1995b), (Levy-Lahad et al., 1995a).

Aunque éstos son los genes mas estudiados con un papel confirmado en el FAD, no se descarta que

existan mas, como sugiere el estudio de Bertram et al. sobre un locus del cromosoma 10 (Bertram et al.,

2000).

En cuanto al SAD, los factores genéticos no son tan determinantes, y existe también una gran in-
fluencia del estilo de vida y factores ambientales. El gen que mds se ha relacionado histéricamente con el
SAD es el alelo €4 de la apolipoproteina E (apoEe4) (Saunders et al., 1993), localizado en el cromosoma 19.
Son numerosos los estudios que relacionan el cromosoma 19 y el alelo APOE €4, no sélo con el SAD sino
también con la variedad de inicio tardio del FAD (Saunders et al.,, 1993) (Pericak-Vance et al., 1991),
(Saunders et al., 1993), (Corder et al., 1993), (Strittmatter et al., 1993a). Mas recientemente, también se ha
encontrado una relacidn entre el riesgo de padecer AD y los cambios que puedan ocurrir de forma genética
o condicionados por factores ambientales sobre la expresién o funcionalidad de SORL1, un receptor relacio-

nado con la sortilina (Rogaeva et al., 2007).

Aungue puede existir una predisposicién genética para padecer SAD, existen numerosos factores de

riesgo para el desarrollo de la enfermedad. Estos pueden ser factores relacionados con el estado de salud



de la persona, como son la hipertension, diabetes, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, hiperhomocis-

teinemia, hipotiroidismo, niveles hormonales, depresién, o haber sufrido un infarto cerebral.

El estilo de vida del paciente también afecta al riesgo de padecer SAD. Tener una dieta equilibrada,
realizar ejercicio, no fumar o tomar una copa de vino una vez a la semana son factores que pueden reducir
el riesgo de desarrollar AD. También existen algunos estudios que indican que tomar antiinflamatiorios no
esteroideos (NSAIDs) reduce el riesgo de AD, mientras que las benzodiacepinas lo aumentan. También se
han realizado estudios que relacionan un mayor nivel educativo, con menor riesgo de padecer AD

(Patterson et al., 2007), puesto que afecta a lo que se conoce como la reserva cognitiva del paciente.

El papel de todos estos factores en la etiologia de la AD se discute a continuacion.

1.2.3 TEORIAS ETIOLOGICAS

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad multifactorial y existen numerosas teorias acerca
de las principales causas de su desarrollo. Como se verda, ninguna aporta una respuesta clara y definitiva a
las causas que llevan al desarrollo de la patologia de AD, y todas se relacionan entre si. De hecho, es posible
qgue la AD no pueda entenderse como una enfermedad Unica, sino como un conjunto de procesos que llevan

a la alteracion de la homeostasis del cerebro y la subsecuente patologia neurodegenerativa.

1.2.3.1 Hipétesis de la Cascada Amiloide

La teoria de la cascada amiloide defiende que el principal responsable para el desarrollo de la AD y
sus sintomas es el continuo depdsito de la proteina B-amiloide, y considera que los ovillos neurofibrilares, la
pérdida neuronal, el dafio vascular y la demencia son la consecuencia directa de dicha acumulacién de B-
amiloide (Hardy and Higgins, 1992), (Selkoe, 2000). El concepto de que el estudio de los niveles en la con-
centraciéon de AP en suero podrian estar relacionados con la demencia ya habia sido comentado por Glenner
en 1984 (Glenner and Wong, 1984b), y bautizado con el nombre de “Hipdtesis de la Cascada Amiloide” por

Hardy en 1992.

La proteina o péptido amiloide puede acumularse tanto en el interior de las neuronas como en el
espacio extracelular, formando las placas neuriticas o seniles y placas amiloides y en las paredes de los
vasos sanguineos intracorticales y meningeos. Las placas son lesiones esféricas, con un nucleo formado de

fibras amiloides y rodeado por terminales nerviosas en degeneracién (Muller-Hill and Beyreuther, 1989).

El péptido amiloide se genera a partir de la protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP)
(Glenner et al., 1984) por la accidn de secretasas entre los residuos 16 y 17 (Sisodia et al., 1990). La APP es
una proteina de membrana cuyo mRNA sufre splicing alternativo dando lugar a tres especies. Una de ellas
se diferencia de las otras dos en la ausencia de un dominio denominado Kunitz Protease Inhibitor (KPI) y es

la forma predominante en neuronas (Rohan de Silva et al., 1997), (Kang and Muller-Hill, 1990). Una elevada
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expresion de las otras isoformas ha sido observada en cerebros de pacientes de AD (Menendez-Gonzalez et

al., 2005) y puede venir provocada por una elevada activacion de los receptores NMDA (Bordji et al., 2010).

La funcidn fisioldgica de la APP no estd del todo clara, aunque parece que esta implicada en diversos
procesos, como la elongacidon de neuritas, sinaptogénesis, el trafico axonal de proteinas neuronales (Liu et
al., 2009b), (Satpute-Krishnan et al., 2003), transduccidn de sefales transmembrana (Lorenzo et al., 2000),
(Ho and Sudhof), o adhesién celular (Yamazaki et al., 1997). La APP es naturalmente procesada por y-
secretasas (presenilinas 1y 2) en el dominio transmembrana y presenta otros dos dominios de protedlisis.
En funcién del tipo de secretasas que actien sobre éstos, llevara o no a la produccién de AB. Asi, la accidn
de las a-secretasas (principalmente ADAM10) inhibe la produccion de AB, pues su sitio de accidn se encuen-
tra dentro del dominio AB, y, en su lugar, produce un péptido soluble denominado sAPPa (Sisodia, 1992),
del cual se ha propuesto un papel neuroprotector (Furukawa et al., 1996). En cambio, si actuan las B-
secretasas (BACE1), el péptido AB es secretado al exterior celular o, en algunos casos, también puede ser
producido en el interior de compartimentos intracelulares, como el Reticulo Endoplasmico (ER), el Golgi, o

la red de lisosomas y endosomas (Zhang et al., 2011b) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Procesamiento amiloidogénico y no amiloidogénico de la APP. La APP puede ser procesada por a
(ADAM10) o B-secretasas (BACE) dando lugar a los fragmentos C83 y C99 respectivamente, que quedan an-
clados en la membrana. El C83 sdlo contiene parte de la secuencia amiloidogénica y, al ser procesado por la
y-secretasa, da lugar al p3 que se libera al espacio extracelular y no provoca la formacion de placas. En cam-
bio, en fragmento C99 contiene la secuencia amiloidogénicacompleta y al ser procesado por la y-secretasa
provoca la liberacion del péptido A al espacio extracelular, donde se acumula y polimeriza dando lugar a los
depdsitos amiloides y provocando la neurodegeneracion del cerebro.



El sitio de accidn exacto de las y-secretasas puede variar en dos aminoacidos, dando asi lugar a la
produccion de dos posibles especies de AB diferentes: APso y AB42. La primera se produce mayoritariamente
de forma natural en todos los individuos, mientras que la segunda es mas amiloidogénica y en los pacientes

de Alzheimer se observa un aumento del ratio ABa2/ABao.

Por otra parte, ademds de un aumento en la produccién de AB, una reduccion en los mecanismos de
difusion de estos péptidos desde el cerebro hacia la periferia o de degradacion de los mismos también
pueden influir en su acumulacion (Tanzi et al., 2004). La principal responsable para la difusion de AP hacia la
periferia a través de la Barrera Hematoencefalica (BBB) es la proteina relacionada con el receptor de la
lipoproteina de baja densidad (LRP) (Shibata et al., 2000) (Zlokovic et al.), que puede unirse al AB a través
del complejo formado entre éste y la apolipoproteina E (apoE), o el ligando a2-macroglobulina (a2M), o
bien directamente (Deane et al., 2004). El transporte en sentido contrario de AP hacia el cerebro a través de
la BBB viene mediado por los Receptores de Productos Finales de Glicacion Avanzada (RAGE) (Deane et al.,

2003) (Figura 1.3).

En cuanto a la degradacion de AB, puede venir mediada por diferentes enzimas, entre las que se en-
cuentran, principalmente, la neprilisina (lwata et al., 2001), (Hama et al., 2001) y la enzima degradadora de

insulina (IDE) (Leissring et al., 2003).
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La acumulacién de los péptidos AB lleva a su polimerizacién, primero en oligdmeros, y posterior-
mente en fibrillas que se depositan en el espacio extracelular formando las placas amiloides. Existen nume-
rosos estudios que indican que los principales responsables de neurotoxicidad en AD son, mas que las pla-

cas, los oligomeros AB (Li et al., 2009), (Lambert et al., 1998) (Figura 1.4).



1.2.3.2 AD como Tauopatia

Cuando Alois Alzheimer describid la enfermedad en 1906, ya observo la acumulacion de fibrillas in-
traneuronales (ovillos neurofibrilares). En 1963, la microscopia electrdonica permitio por primera vez el estu-
dio de la estructura de estas fibras por M. Kidd, quien las describié como una doble hélice de 10 nm (PHF
del inglés paired helical filaments) que rodean todo el nicleo de la neurona, dejando en ocasiones una pe-
gueina area de citoplasma normal comprimido contra la membrana neuronal, donde se acumulan los ribo-

somas en una densa masa (Kidd, 1963).

Estas estructuras no estan formadas por la proteina amiloide, como se penso inicialmente (Masters
et al., 1985), (Guiroy et al., 1987), sino que se trata de la proteina tau (Grundke-lgbal et al., 1986), en un
estado hiperfosforilado (Kosik et al., 1986). Tau es uno de los tres tipos de proteina asociada a microtubulos
(junto con MAP1 y MAP2) y se caracteriza por presentar splicing alternativo, generando 6 isoformas que
difieren entre ellas por tener 3 6 4 dominios de unidn a la tubulina y por tener dos, uno o ningun inserto de
29 aminoacidos en la zona N-terminal de la molécula, a saber: T3L, T3S, 13, t4L, 14S, 4 (Goedert et al.,

1989) (Figura 1.5).
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Figura 1.4. Isoformas de la proteina tau. Existen 6 isoformas de la proteina tau que difieren entre si
en las secuencias de los extremos N y C-terminal.

La funciodn fisioldgica de la proteina tau es lacnucleacion de la tubulina y la posterior estabilizacion
de los microtubulos. La union de tau a los microttbulos se realiza a través de un dominio de unién especifi-
co (Lee et al., 1989) y puede tener lugar por la superficie externa del microtubulo si éste ya estd ensamblado
(Al-Bassam et al., 2002), o bien puede ser incorporada en la estructura si los microtibulos estan en elonga-

cion en el momento de la unién (Kar et al., 2003).

Tau presenta 80 dominios posibles de fosforilaciéon y su capacidad de unirse a los microtubulos se
reduce al ser fosforilada (Sergeant et al., 2005). En cerebros de pacientes de AD, tau estd hiperfosforilada o
anormalmente fosforilada, y puede encontrarse formando los ovillos neurofibrilares (NFT) o bien en dep6-
sitos aislados en el citosol. Estos depdsitos son los que, tras su ubiquitinacién, formaran posteriormente los

NFT (Mori et al., 1987), (Perry et al., 1987).



Los NFT son, junto con las placas amiloides, uno de los marcadores neuropatoldgicos del AD, pero se
encuentran también en otras enfermedades neurodegenerativas como el Sindrome de Down en pacientes

adultos, la enfermedad de Pick, las demencias frontotemporales, la demencia pugilistica, etc.

Frente a los investigadores que defienden la hipdtesis de la cascada amiloide como el hecho central
para el desarrollo de la AD, otros defienden la importancia de la hiperfosforilacién y agregacién de tau ba-
sandose en los datos que indican una buena correlacidén entre el estado cognitivo del paciente y el nimero
de ovillos que presenta su cerebro (Nagy et al., 1995), debido a que éstos comienzan a aparecer en areas

criticas para la memoria (Braak and Del Tredici, 2004), (Braak and Braak, 1991a).

Algunos estudios indican que podria haber una relacién directa entre los dos fendémenos, pues rato-
nes doblemente mutantes con el gen de APP y de tau presentan mas placas y mas tau que sus progenitores
con una Unica mutacién para APP o tau (Lewis et al., 2001). Asimismo, también se ha observado que la in-
yeccion de péptido amiloide en un ratdn transgénico para tau, aumenta el nimero de ovillos en una zona
del cerebro que no estd inervada con el punto de inyeccion (Gotz et al., 2001). Sin embargo, no esta claro

cudl es el mecanismo que relaciona ambas teorias.

1.2.3.3 Hipotesis Colinérgica

En 1976, P. Davies y A.J.F. Maloney propusieron la AD como un fallo del sistema colinérgico tras ob-
servar una reduccidén importante en la actividad de la colin-acetiltransferasa (ChAT, enzima responsable de
la sintesis del neurotransmisor acetilcolina), asi como de la acetil-colinesterasa (AChE, encargada de la de-
gradacion de la acetilcolina) en diferentes areas cerebrales de pacientes de Alzheimer en comparacidn con

un grupo control (Davies and Maloney, 1976).

La actividad enzimatica de la ChAT se reduce con la edad en diferentes areas cerebrales, con la ex-
cepcién del nucleo caudado y esta reducciéon es mas acusada en el hipocampo. Esta reduccién, asi como la
de la actividad de la acido glutamico descarboxilasa (GAD, responsable de la sintesis del acido gamma-
aminobutirico) es aun mayor en pacientes con problemas cognitivos. La actividad de la GAD también de-
pende del tiempo que pasa desde la muerte del paciente hasta la congelacién de la muestra, de si el pacien-
te estaba hospitalizado y de su estado previo a la muerte (coma, hipoxia...) o incluso en pacientes con de-
presion, pero esto no ocurre con la actividad de la ChAT, cuya menor actividad es especifica de la demencia

(Perry et al., 1977).

La reduccién de la actividad de la ChAT y la AChE se relaciona directamente con la cantidad de pla-
cas amiloides y con los problemas cognitivos determinados con la realizacién de tests de memoria a los pa-

cientes durante los 6 Ultimos meses de vida (Perry et al., 1978).



Figura 1.5. Hipotesis Coligérgica.
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Estos datos hicieron pensar en la importancia de la alteracidn de la via de la acetilcolina en casos de
demencia senil y AD (Whitehouse et al.), (Richter et al.), (Sims et al.), lo que llevd a establecer lo que se co-
noce como “Hipdtesis colinérgica”. Esta propone que la degeneracién de las neuronas colinérgicas y, por
ende, la pérdida de neurotransmisiéon colinérgica en la corteza cerebral son el principal factor en el deterio-

ro de la funcion cognitiva de los pacientes de AD (Figura 1.5).

Asi, se apostd durante un tiempo por la potenciacidon de la sefializacién colinérgica en los pacientes
de Alzheimer para tratar sus sintomas y se desarrollé un inhibidor de la AChE, |a tacrina, con el objetivo de
reducir la degradacién de la ACh y prolongar asi su presencia en el espacio presindptico, con lo que se per-
mitiria una mayor unidn a los receptores muscarinicos de la neurona postsindptica. Posteriormente, se
desarrollaron tres fdrmacos inhibidores de la AChE de segunda generacién: el donezepilo, |a rivastigmina y
la galantamina. Actualmente, aln se emplean estos fdrmacos para el tratamiento de los sintomas de la en-

fermedad de Alzheimer, como se comentard mas adelante.

1.2.3.4 Paradigma de la ApoE

La apoE es una glicoproteina de 300 aminoacidos, que forma parte de varias lipoproteinas, partici-
pando en el mantenimiento de su estructura y la regulacion de su metabolismo. Concretamente, la apoE
forma parte de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), responsables del transporte de triglicéridos
del higado a los tejidos, asi como de una subclase de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), encargadas de
la distribucién del colesterol entre las células. ApoE también se encuentra en los quilomicrones sintetizados

en el intestino para el transporte de los triglicéridos y el colesterol de la dieta (Mahley, 1988).

Como ya se ha comentado, el gen de la apolipoproteina E, concretamente el alelo €4, esta relacio-

nado con un elevado riesgo de padecer AD; tanto en la variedad familiar como la variedad esporadica de la



enfermedad (Saunders et al., 1993), (Strittmatter et al., 1993a), (Corder et al., 1993). Este gen presenta tres
alelos diferentes: ApoEe2 (con una distribucion del 8% en caucasicos), ApoEe3 (78%) y el mencionado
ApoEe4 (14%). En pacientes de Alzheimer, el 40% presenta al menos un alelo ApoEe4 0}y el 86% de las per-

sonas con ambos alelos ApoEe4 son diagnosticadas con AD (Corder et al., 1993).

De manera que la apoE se convirtié en un posible marcador para predecir el riesgo de padecer AD y
para descubrir definitivamente los procesos clave que llevan al desarrollo de la misma. Sin embargo, el pa-
pel de la apoE en la patologia de la AD aun no esta claro. Se sabe que ApoEe4 se une al péptido AR
(Strittmatter et al., 1993b) y que la isoforma ApoEe4 lo hace con mayor afinidad que ApoEe3 (Strittmatter et
al., 1993a). Como ya se ha comentado, esta unién puede favorecer la difusidon de los péptidos AP fuera del

CNS a través de su unién a LRP, que los transporta a través de la BBB.

También se ha visto que tanto las placas como los NFT presentan inmunoreactividad a la ApoE
(Namba et al., 1991), (Wisniewski and Frangione, 1992), y que esta inmunoreactividad se observa incluso en
las placas difusas (Namba et al., 1991), y el proceso de fibrilizacién de AB es acelerado en presencia de ApoE
in vitro (Wisniewski et al., 1994), por lo que se piensa que la ApoE podria estar implicada en el proceso de

polimerizacidon amiloide.

Por otra parte, ratones knock-out para la apoE presentan alteraciones sindpticas y neuriticas a los 4
meses de edad cuando se comparan con controles Wild-Type (WT) o heterocigotos y, a los 12 meses de
edad, presentan alteraciones del citoesqueleto en neuronas del neocértex e hipocampo y cambios neuro-

degenerativos, aunque no se observan placas ni NFT (Masliah et al., 1995).

1.2.3.5 Inflamacidn y Respuesta Inmune en AD

En regiones patoldgicamente vulnerables de AD, puede detectarse una respuesta inflamatoria peri-
férica local, como la activacidon de la microglia. Los mecanismos inflamatorios son un factor que, una vez
iniciada la patologia, pueden contribuir a la progresidén de la enfermedad. Incluso, un fuerte estimulo infla-
matorio local como el traumatismo craneal, supone un factor de riesgo para el desarrollo de AD (Pellicano
et al., 2010). Ademas, AB y APP son potentes activadores de la microglia (Barger and Harmon, 1997) y en
ratones knock-out para APP se observa un descenso de la activacion de la microglia y un aumento de la su-

pervivencia neuronal (DeGiorgio et al., 2002).

Sin embargo, aunque algunos de estos mecanismos promueven procesos neurodegenerativos, tam-
bién se encuentran algunas respuesta inflamatorias relacionadas con la AD que presentan un efecto benefi-
cioso, como es el caso de la activacidn de los astrocitos, los cuales pueden eliminar y degradar los péptidos
AB, aportar efectos tréficos a las neuronas y actuar de barrera entre las neuronas y los depdsitos B-

amiloides (Matsunaga et al., 2003).
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Los antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) han demostrado, en numerosos estudios epidemio-
l6gicos, un papel beneficioso en reducir el riesgo de padecer AD (Stewart et al., 1997). Este papel protector
podria explicarse por la implicacion de los NSAIDs en inhibir la agregaciéon de AR, y en reducir la generacién
de AB42, o por su funcidn sobre la ciclooxigenasas (COX) y receptores PPARy (Heneka and O'Banion, 2007),

inhibiendo las primeras y activando los segundos (Figura 1.6).

1.2.3.6 Estrés Oxidativo

Desde las fases mas iniciales de los cambios patoldgicos que tienen lugar en la AD, existen eviden-
cias de dafio oxidativo. Una de las manifestaciones de este dafio oxidativo es la peroxidacion de lipidos
(LPO), que, en el modelo murino Tg2576, tiene lugar antes de la aparicion de depdsitos (Pratico et al., 2001).
Esta LPO puede provocar danos en las membranas celulares de las neuronas que se encuentran en contacto
con las placas y depdsitos difusos de AB (Praprotnik et al., 1996). A nivel de RNA, el dafio oxidativo tiene
lugar al comienzo de la patologia y se va reduciendo con la progresiéon de ésta (Nunomura et al.),

(Nunomura et al., 2001).

La expresion de enzimas antioxidantes y de enzimas mitocondriales relacionadas con la cadena res-
piratoria, se encuentra alterada en AD. Algunos ejemplos son la induccién en la expresiéon de la Hemo-
oxigenasa 1 (Premkumar et al., 1995), la reduccién de la Citocromo Oxidasa (Chandrasekaran et al., 1994) y
el aumento de la Glucosa-6-fostato Deshidrogenasa (Martins et al., 1986). Este estrés oxidativo mitocondrial

estd implicado, a su vez, en la hiperfosforilacion de tau (Melov et al., 2007).

También se ha sugerido que el efecto apoptdtico de AB puede venir dado por la liberacién a la mito-
condria del factor inductor de la apoptosis (AlF), el cual causa la fragmentacién del DNA y la condensacion

de la cromatina (Loo et al., 1993).



1.2.3.7 Factores Vasculares

Aunque la demencia vascular y la AD son dos tipos de demencia distintos, en la AD también existen
alteraciones vasculares, como fragmentacion de los vasos, cambios en el didametro de los mismos e irregula-

ridades en su superficie (Zlokovic, 2005).

Los depdsitos de AB en el interior y alrededor de los capilares cerebrales aumentan el riesgo de que
el paciente sufra una angiopatia amiloide cerebral (CAA). Asi, el 80% de los pacientes de AD pueden presen-
tar CAA, observdndose, en los casos mas severos, una mayor frecuencia de hemorragias y lesiones isquémi-
cas, asi como una correlacién con la presencia de arterioesclerosis cerebral y la edad de inicio de la demen-

cia (Ellis et al., 1996).

A su vez, la unidad neurovascular, formada por los principales componentes celulares del cerebro
(neuronas, astrocitos, endotelio, pericitos VSMC, microglia y macrofagos perivasculares) regula la permeabi-
lidad de la BBB (Altman and Rutledge, 2010), por lo que una alteracidn de alguno de los componentes de la

misma podria interferir en la difusién de los péptidos AB a través de la BBB.

1.2.3.8 Resistencia a la Insulina y Sindrome Metabdlico

El Sindrome Metabdlico se define como un conjunto de alteraciones que aumentan el riesgo de pa-
decer una enfermedad cardiovascular y/o diabetes mellitus. Entre las alteraciones que incluye el Sindrome
Metabdlico se encuentran la resistencia a la insulina, la hiperinsulinemia y la intolerancia a la glucosa, asi
como hipertensidn, y un aumento de triglicéridos en las VLDL y un descenso de colesterol tipo HDL. Todas
ellas se han relacionado con un elevado riesgo de padecer demencia, alteraciones de las habilidades cogni-

tivas y ejecutivas e, incluso, AD.

Mas adelante se explicard extensamente y en detalle la relacidn que existe entre la diabetes mellitus

y el AD, asi como las implicaciones a nivel molecular de la resistencia a la insulina en el desarrollo de la AD.

1.2.4 DIAGNOSTICO

Actualmente, el Unico diagndstico definitivo sobre la AD se realiza por autopsia, o, en los casos en
gue sea posible, por biopsia cerebral, con pruebas histopatoldgicas que confirmen el diagndstico clinico

(McKhann et al., 1984). Cuando se realiza el diagndstico clinico, se habla de “probable AD”.

Como ya se ha mencionado, se debe distinguir entre enfermedad de Alzheimer, para cuyo diagnds-
tico se tienen en cuentan sintomas clinicos sobre la funcion cognitiva y el comportamiento del paciente, y la
patologia de Alzheimer o cambios neuropatoldgicos de la enfermedad de Alzheimer observados en la au-
topsia. Aqui se debe afiadir también el concepto de AD en etapa preclinica, es decir, cuando los cambios

neuropatoldgicos estan presentes, pero aun no ha aparecido la sintomatologia clinica.



1.2.4.1 Diagnéstico en la fase preclinica

Debido a la ausencia de sintomas clinicos, la deteccion de la AD en esta etapa es muy dificil. La de-
teccion de biomarcadores especificos de AD y técnicas como la neuroimagen, la tomografia por emisiéon de
positrones (PET) o la imagen por resonancia magnética (MRI) pueden ayudar a diagnosticar la fase preclinica

de la AD.

En una revisidon de 2011, Sperling et al. proponen la subdivisiéon de los pacientes en fase preclinica
en funcién de los marcadores que pueden encontrarse en ellos, aunque insisten en que no pueden usarse
como criterios de diagndstico, ya que, en muchos casos, el paciente no llega a desarrollar AD a lo largo de su

vida. Asi, proponen tres etapas dentro de la fase preclinica (Sperling et al., 2011):

- Etapa 1: Amiloidosis asintomatica.
- Etapa 2: Amiolidosis y neurodegeneracion.

- Etapa 3: Amiloidosis, neurodegeneracién y déficit cognitivo leve.

1.2.4.2 Diagnéstico clinico

Dentro de la fase clinica de la AD; también cabe hacer una clasificacién de las diferentes fases en
gue puede encontrarse el paciente en funcidén de los criterios que sean aplicables a su diagndstico. Asi, se-

gun Dubois et al., se puede distinguir entre:

- Déficit cognitivo leve o MCI: Incluye sintomas subjetivos de pérdida de memoria o cognitivos, o
ambos, comparados con el propio nivel del paciente y teniendo en cuenta su edad y nivel educa-
tivo. No se afectan las actividades diarias del paciente, que mantiene su independencia a nivel
funcional y social. Dentro del MCl se pueden diferenciar dos fases:

o MCI amnésico: la pérdida de memoria es evidente, no sélo se trata de cambios subjetivos,
pero siguen sin afectarse las actividades diarias del paciente (Dubois et al., 2010).

o AD prodromal: es la fase de predemencia sintomdtica del AD, caracterizada por unos sin-
tomas demasiado leves como para incluir a los pacientes dentro de un diagndstico de AD
(Dubois et al., 2010).

- Probable AD: Se detectan sintomas severos no sélo de pérdida de memoria, sino también de las
funciones diarias.

El NIH establece una serie de recomendaciones especificas para el diagndstico de una demencia, en-

tre la cuales se tiene en cuenta el grado de afectacidn de las capacidades del paciente, tanto en relacidon a
sus capacidades previas, como en funcién de los ambitos afectados. Estos sintomas deben detectarse tanto
a través del historial del paciente como por una prueba objetiva como el Mini-Mental (McKhann et al.,

2011).



Para llevar a cabo un diagndstico de “probable AD”, el paciente debe presentar todos los criterios
para cumplir un diagndstico de demencia y, ademas, la aparicion de los sintomas debe ser progresiva y len-
ta y la pérdida de la funcién cognitiva se debe detectar a través de la observacién del paciente o a partir de

la informacién suministrada por terceros.

En cuanto a la progresion de la enfermedad, se pueden distinguir tres etapas, a lo largo de las cuales
se observa un agravamiento de los problemas de memoria y funciones bdsicas del paciente: AD leve, AD

moderado y AD severo.

1.2.4.3 Diagndstico neuropatoldgico

Los cambios neuropatolégicos asociados a la AD son las placas AB, los ovillos neurofibrilares y las
placas neuriticas. Los criterios para establecer las distintas etapas de la enfermedad en funcidon de estos
parametros fueron establecidos por Thal et al. (Thal et al., 2002), Braak (Braak and Braak, 1991b) y CERAD

(Mirra et al., 1991) respectivamente, lo que ha llevado a la denominacion “ABC score” (Hyman et al., 2012):

A. Placas AB: Fases 1-5
B. Ovillos neurofibrilares: Etapas I-VI

C. Placas neuriticas: Dispersas, moderadas o frecuentes.

1.2.5 TRATAMIENTO ACTUAL Y NUEVAS TERAPIAS PROPUESTAS

Actualmente, no existe un tratamiento efectivo para la AD y los farmacos aprobados a dia de hoy so6-
lo consiguen ralentizar en cierto grado la progresion de la sintomatologia de la enfermedad en las etapas

ma3s iniciales de la misma, siendo poco o nada eficaces en las fases mds avanzadas.

1.2.5.1 Inhibidores de la acetilcolinesterasa

De los cuatro farmacos aprobados en América y Europa para el tratamiento de los sintomas del Alz-

heimer, tres son inhibidores de la acetilcolinesterasa: el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina.

Ya se han discutido anteriormente los aspectos de la hipdtesis colinérgica, y en cuanto al papel de la
propia acetilcolinesterasa (AChE) en la AD, cabe sefalar su papel en la formacion de las placas AB (Rees et
al., 2003). También se ha demostrado que el AB, por su parte, reduce la degradacion enzimatica de la AChE

(Hu et al., 2003).

El donepezilo es un inhibidor especifico de la AChE y esta aprobado para el tratamiento de las fases
leve y moderada de la AD. Ha mostrado su eficacia en diversos estudios clinicos (Courtney et al., 2004),
(Molinuevo et al., 2011) y su efecto es mayor en los casos mas leves (Molinuevo et al., 2011), (Winblad et
al., 2006). La rivastigmina inhibe no sdlo la AChE, sino también la butirilcoliterterasa (Darreh-Shori et al.,

2002), que también degrada la acetilcolina (Mesulam et al., 2002). Su eficacia es similar a la del donepezilo



(Bullock et al., 2005). En cuanto a la galantamina, no sélo es un inhibidor de la AChE, sino que también mo-
dula alostéricamente los receptores nicotinicos (Maelicke et al., 2001). Su efecto es estable en estudios cli-

nicos realizados a largo plazo (hasta 3 afios) (Raskind et al., 2004).

1.2.5.2 Memantina

La memantina es el cuarto farmaco aprobado actualmente para el tratamiento de los sintomas de la
AD. Se trata de un antagonista de baja afinidad de los receptores de NMDA, por lo que corrige la excitotoxi-
cidad provocada por los receptores de NMDA en la AD (Cacabelos et al., 1999), sin bloquear por completo

su actividad, necesaria para procesos basicos de aprendizaje, memoria y comportamiento (Hebb, 1949).

La memantina se aplica para los casos se AD moderadamente severo o severo, cuando los inhibido-
res de AChE ya no son efectivos. Su principal efecto se observa en una reduccién de los cambios que sufren
los pacientes a nivel de comportamiento (agitacion, agresividad, irritabilidad, comportamiento nocturno)
(Gauthier et al., 2008). Cuando se administra la memantina en pacientes que ya estaban siendo tratados con
donepezilo, se observa una mejora respecto a pacientes tratados con placebo no sélo a nivel de comporta-
miento, también la funcidn cognitiva, la realizacion de actividades cotidianas y el estado clinico global fue

mejor en el caso de los pacientes tratados (Tariot et al., 2004) .

1.2.5.3 Antipsicéticos

Para el tratamiento de las alteraciones del comportamiento en pacientes de AD se han probado di-
ferentes antipsicdticos tipicos y atipicos, como la olanzapina (Street et al., 2000), han mostrado algunos
beneficios en los sintomas neuropsiquiatricos de los pacientes, pero los numerosos efectos secundarios
(sedacidn, parkinsonismo, e incluso un elevado riesgo de isquemia y muerte) han hecho que la FDA los des-

aconseje para su uso en pacientes con AD.

1.2.5.4 Nuevas terapias

Debido a que el tratamiento actual no esta dando buenos resultados, la investigacion para el desa-

rrollo de nuevas terapias juega un papel fundamental en nuestros dias.

Las nuevas estrategias que se estan investigando para el tratamiento de la AD se basan en la modifi-
cacion del progreso de la enfermedad, para lo cual se estudia la modulacion de las secretasas, ya que estu-
dios con ratones deficientes en BACE1 muestran una reduccion en la produccion de AB (Luo et al., 2001). La
inmunizacion activa con AB (Schenk et al., 1999), o pasiva con anticuerpos anti-AB tanto periféricamente
(Bard et al., 2000), como por inyeccion intracerebroventricular (Thakker et al., 2009), también han demos-
trado ser efectivas en ratones. Los inhibidores de la formacién de fibras AB y los farmacos anti-tau son otras

de las propuestas que se estan investigando actualmente.



También se estudian otras estrategias que tienen en cuenta los factores de riesgo descritos para el
desarrollo de la AD. Asi, las investigaciones giran en torno a los efectos de los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, los farmacos para el tratamiento del colesterol, |a insulina y los fdrmacos para el tratamiento

de la diabetes, los estrégenos y compuestos antioxidantes como la vitamina E.



2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y DIABETES

2.1. ALZHEIMERY DIABETES

Entre los factores de riesgo que se han comentado en la seccidén anterior para el desarrollo de la AD,

la diabetes juega un papel fundamental y cada vez mas estudiado en los ultimos afios.

La diabetes es una enfermedad sistémica que se caracteriza por una elevada concentracion de glu-
cosa en sangre (>110mg/dl) y, en funcién de su etiologia, se pueden distinguir dos tipos de diabetes: Diabe-
tes Mellitus Tipo 1 (T1D) y Diabetes Mellitus Tipo 2 (T2D). La primera viene provocada, generalmente, por
un proceso autoinmune en el cual las células B del pancreas son destruidas y, por tanto, el paciente es inca-
paz de producir insulina. Es diagnosticada principalmente durante la infancia y la adolescencia (aunque
también puede darse en adultos) y los pacientes necesitan inyectarse insulina periddicamente de forma

hipodérmica.

La T2D se caracteriza por una resistencia a la insulina a nivel periférico y por una reduccion en la se-
crecién de insulina por parte de las células B pancreaticas. Suele ser diagnosticada en la edad adulta y los
pacientes no requieren un tratamiento de insulina, al menos inicialmente, aunque en algunos casos, con el
avance de la enfermedad, pueden necesitarlo. Ambos tipos de diabetes se han relacionado con alteraciones
a nivel del Sistema Nervioso, tanto Central (CNS) como Periférico (PNS), y con problemas sobre la funcion

cognitiva del paciente.

Existen numerosos estudios que indican una mayor prevalencia de AD en pacientes con T2D com-
parados con pacientes no diabéticos, siendo el riesgo relativo de 1,5-2 (Kloppenborg et al., 2008)’ (Profenno
et al., 2010). (Kloppenborg et al., 2008), (Profenno et al., 2010). A su vez, la prevalencia de T2D en pacientes

de AD también es mas elevada que en pacientes sin AD (81% frente al 42%) (Janson et al., 2004).

En cuanto a la T1D, debido a que se observa principalmente en nifios, no se relaciona tanto con la
AD, pero si con alteraciones a nivel del CNS y de las habilidades cognitivas del paciente, como una menor
velocidad y flexibilidad mental. La memoria y capacidad de aprendizaje no muestran alteraciones en pacien-

tes T1D (Brands et al., 2005), (Gaudieri et al., 2008).

2.1.1. DIABETES Y FUNCION COGNITIVA

La influencia de la T1D sobre la funcidn cognitiva, depende de la edad de inicio de la enfermedad. Se
considera un inicio temprano de la T1D (EOD) cuando se da antes de los 7 afios de edad. En estos casos, se
observa una reduccion en la memoria visual y espacial mas acentuada que en nifios que tuvieron un inicio

de la diabetes mas tardio (LOD), comparados con nifios no diabéticos. También existe una reduccion de la
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memoria verbal y un menor rendimiento académico, aspectos que no se observan en los casos de LOD
(Gaudieri et al., 2008). Incluso, a nivel anatdmico, se puede observar una atrofia ventricular leve-moderada

y un aumento en un 37% del volumen ventricular en nifios con EOD (Ferguson et al., 2005).

Sin embargo, adultos (<45 afios de edad) en los que la T1D fue diagnosticada durante su infancia o
adolescencia, no presentan cambios en la funcién cognitiva ni en la estructura cerebral (Ferguson et al.,
2003), (Lobnig et al., 2006), aunque si presentan algunos problemas de velocidad psicomotora y capacidad

de atencion (Lobnig et al., 2006).

Por su parte, la T2D parece afectar a la memoria verbal y a la capacidad de procesamiento (Awad et
al., 2004). La posibilidad de presentar un déficit cognitivo segin el Mini-Mental aumenta en 1,2 veces, y en
1,8 veces segun el test DSS (Digit Symbol Substitution) (Cukierman et al., 2005). Ademas, pacientes con T2D
presentan un menor volumen de materia gris en el I6bulo prefrontal (Kumar et al., 2008), menor volumen
del hipocampo y la amigdala (den Heijer et al., 2003) y un mayor volumen de los ventriculos laterales (de

Bresser et al., 2010) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Alteraciones observadas
en el cerebro de un paciente con
hipertension y diabetes mellitus. EN
un paciente de diabetes e hipertension
se encuentran diferentes alteraciones
cerebrales cuando se compara con un
paciente sano, entre las que destacan:
a, d, Pérdida de volumen cerebral en
observada mediante la técnica MP-
RAGE en comparacién con un paciente
sano.

b, e, Hiperintensidad de la materia
blanca periventricular.

¢, f, Menor perfusién de las regiones
frontal y temporal.
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2.1.2. ALZHEIMER Y DIABETES A NIVEL MOLECULAR Y PATOLOGICO

En modelos experimentales de T1D, como el STZ (inducido por estreptozoticina) o el NOD (esponta-
neo, no obeso), se observa una menor neurogénesis en el hipocampo (Beauquis et al., 2008), en el giro den-
tado y la zona subgranular (Guo et al., 2010). También presentan reactividad astrocitaria (Saravia et al.,
2002), (Coleman et al., 2010) y los astrocitos y neuronas no funcionan correctamente (Revsin et al., 2005).

Todo ello se correlaciona con una alteracion de la funcidn cognitiva (Alvarez et al., 2009).

Como ya se ha dicho, la AD se caracteriza por la pérdida neuronal y el depésito de placas amiloides.
Andlogamente, en la T2D, los islotes de Langerhans también sufren una pérdida celular y depédsitos amiloi-

des (Westermark and Wilander, 1978) del polipéptido amiloide del islote (IAPP), proteina que se expresa y



secreta junto con la insulina en las células B (Cooper et al., 1987), (Westermark and Wilander, 1978),
(Johnson et al., 1988). Al igual que el AB neuronal, el IAPP agrega formando fibrillas (Glenner et al., 1988), y,
como las fibrillas de AB, también son citotdxicas (Lorenzo et al., 1994), provocando alteraciones en la mem-

brana de las células (Janson et al., 1999) (Mirzabekov et al., 1996).

Por otra parte, se han descrito depdsitos AB y de P-tau unida a ubiquitina en secciones de pancreas
de pacientes de T2D (Miklossy et al., 2010). Y en los cerebros de pacientes de T2D, si bien no aparecen pla-
cas ni NFT mientras la T2D no coincida con un diagndstico de AD, cuando esto si ocurre, ambos marcadores

son mas numerosos (Valente et al., 2010).

La asociacion entre T2D y AD puede explicarse por la relacién que existe entre la DM vy el riesgo de
padecer enfermedad cerebrovascular, que se ve aun mas incrementado si, ademas de la diabetes, concu-
rren otros factores como la obesidad, hipertensién, hipercolesterolemia y dislipidemia, lo que se conoce
como sindrome metabdlico. Pero los dos aspectos caracteristicos de la T2D (la alteracion del metabolismo
de la glucosa y en la produccién y sensibilidad a la insulina) también pueden tener un efecto toxico en el

cerebro y explicar asi la conexion entre T2D y AD (Biessels and Kappelle, 2005).

2.2. GLUCOSA Y FUNCION COGNITIVA

Existen numerosos estudios que demuestran que la ingestién de glucosa favorece la memoria ver-
bal episddica tanto en personas mayores sanas (Hall et al., 1989), (Manning et al., 1992), (Parsons and Gold,

1992), como en personas jovenes (Benton, 1990), (Foster et al., 1998).

El cerebro es un érgano muy sensible a la concentracién de glucosa en sangre y el efecto de la T2D
sobre la funcién cognitiva de los pacientes puede deberse a la desregulacidon del metabolismo de la glucosa
(Messier et al., 1997), (Kaplan et al., 2000), (Awad et al., 2004). La hiperglucemia presente en los pacientes
de T2D no es la Unica responsable de los problemas cognitivos de dichos pacientes (Vincent et al., 2005). Los
episodios de hipoglucemia severa que se dan en pacientes de T1D también producen dano cerebral y un
déficit cognitivo permanente (Singh et al., 2004). En cambio, una hipoglucemia recurrente moderada pue-

de reducir estos efectos (Puente et al., 2010).

En pacientes de AD, se observa una elevada frecuencia de alteraciones de la glucosa a nivel periféri-
co (T2D), y, gracias a técnicas como la Tomografia por Emision de Positrones (PET) se puede detectar que
también el metabolismo de la glucosa se encuentra reducido a nivel neuronal (de Leon et al., 1983),
(Minoshima et al., 1997), (De Santi et al., 2001). Estas alteraciones son especialmente significativas en las
etapas mas tempranas de la enfermedad (Mielke et al., 1992) y se correlacionan con los problemas a nivel

cognitivo de los pacientes (Mielke et al., 1994).



Al igual que en el caso de personas sanas, la ingestion de glucosa provoca una mejora en la realiza-

cion de test de memoria en pacientes de AD (Manning et al., 1993).

2.3. ViA DE LA INSULINA EN EL CEREBRO

2.3.1. INSULINA EN EL CEREBRO

Durante afios, se considerd que la insulina era incapaz de cruzar la barrera hematoencefélica (BBB)
(Elgee et al., 1954). Sin embargo, el empleo de técnicas mas sensibles permitié detectar la presencia de in-
sulina en el CSF tras su infusidn intravenosa en perros en ayuno (Margolis and Altszuler, 1967). La concen-
tracidon en CSF es menor que en plasma, v, si ésta aumenta, aquélla también lo hace, pero no de forma pro-
porcional ni inmediata (Margolis and Altszuler, 1967). La cinética que presenta el proceso de transporte de
insulina desde el plasma hasta el CSF indica que éste se realiza a través de la BBB, o bien a través del epitelo
del plexo coroideo (Schwartz et al., 1991), (Baura et al., 1993). Se trata de un transporte saturable (Baura et
al., 1993), (Banks et al., 1997), por lo que debe tener lugar a través de algun transportador aiin desconocido.
Algunos autores apuntan a que puede tratarse del propio receptor de insulina (IR) presente en la BBB
(Frank et al., 1985), ya que la KM del proceso de transporte es similar a la KD del IR en la microvasculatura

del cerebro (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Transporte de la insulina y el IGF-1 desde la circulaciéon sanguinea hasta el cerebro. La insulina, el IGF-1 y el IGF-2
pueden llegar desde laperiferia hasta el cerebro a través del epitelio del plexo coroideo y a através de la BBB. El IGF-2 es capaz
de atravesar el epitelio del plexo coroideo por difusion simple, pero la insulina y el IGF-1R requieren de un transportador. En
ambos casos el transporte esta facilitado por sus propios receptores (IR, IGF-1R) y el LRP-1 para el transporte a través de la ba-
rrera hematoencéfalica, y el LRP-2 en el transporte a través del epitelio del plexo coroideo.

Figura modificada de (Fernandez and Torres-Aleman)
Por otra parte, aunque la principal fuente de insulina en el organismo son las células B del pancreas
y, a través de la BBB, puede llegar hasta el CNS, también se sintetiza en diferentes areas del cerebro. En
cultivos primarios de células de la glandula pituitaria anterior de roedores se detecta mRNA de preproinsuli-
na 1y 2 (Budd et al., 1986), y en células inmortalizadas de hipocampo de rata, la expresion del gen de la

insulina 2 aumenta al diferenciarse las neuronas. Por inmunohistoquimica sobre cortes de cerebro también



se encuentra expresion de mRNA de preproinsulina Il en el nucleo periventricular del hipotdlamo de rata
(Young, 1986), y en la mucosa olfatoria (Lacroix et al., 2008). También se produce mRNA de proinsulina en
diferentes dreas de cerebro de conejo: hipocampo, cértex prefrontal medial, cértex entorrino, perirrino,
hipotalamo, capa granular del bulbo olfatorio y, en menor medida, en el giro dentado (Devaskar et al.,

1994).

La sintesis de insulina enddgena en cerebro hace que su concentracion en el CNS sea relativamente
independiente de la encontrada en plasma (Agardh et al., 1986), (Havrankova et al., 1979). Asi, la concen-
tracidon de insulina en cerebro es, de media, 25 veces superior a la que se encuentra en plasma de rata, con
una variacion entre distintas regiones del cerebro que van entre las 10 y 100 veces a la concentracién de
insulina en plasma (Havrankova et al., 1978b). En conejo también se detecta una mayor concentracion de
insulina en cerebro que en plasma y varia con la edad. Se encuentra una mayor concentracién en las etapas
fetales y, especialmente en neonatos de 2 dias, pero esto no se correlaciona con la concentracién de insuli-
na en pancreas a la misma edad (Schechter et al., 1992). Estos resultados parecen indicar un papel de la

insulina en el desarrollo del cerebro.

2.3.2. IR EN EL CEREBRO

Las distintas funciones de la insulina en el cerebro se deben a su actuacion sobre su receptor (IR),
ampliamente distribuido por todo el cerebro de rata, especialmente en bulbo olfatorio. También se encuen-
tra en cortex, hipocampo, amidgala, hipotalamo, cerebelo, estriado y otras areas del cerebro (Havrankova et
al., 1978a), (Zahniser et al., 1984), pero la expresion de IR no correlaciona con el contenido de insulina en
una misma area (Havrankova et al., 1978b). Se encuentra IR tanto en neuronas como en células gliales

(Raizada et al., 1980), especialmente en las sinapsis (Abbott et al., 1999).

El IR que se expresa en el CNS es casi idéntico al IR que expresan tejidos periféricos, con algunas di-
ferencias. Asi, la subunidad a es mas pequefia que en tejidos periféricos (Yip et al., 1980), (Heidenreich et
al., 1983), (Gammeltoft et al., 1984a), (Gammeltoft et al., 1985a), y, ademas, el IR neuronal no es afectado
(aunque si lo hace el IR de células gliales) (Raizada et al.) por la exposicion prolongada a altas concentracio-
nes de insulina (Zahniser et al., 1984), y tampoco presenta cooperatividad negativa (Gammeltoft et al.,
1984b). Se trata de un heterotetramero formado por dos subunidades a y dos B, ambas procedentes de un
mismo precursor o proreceptor. Las subunidades a son extracelulares y presentan los dos dominios respon-
sables de la unién a la insulina, flanqueando un dominio rico en cisteinas (Schumacher et al., 1991). Estas
se unen por puentes disulfuro a las dos subunidades B, que contienen un dominio transmembrana y un
dominio intracelular que se fosforila tras la unidn de la insulina a las subunidades a (Kasuga et al., 1982a).
Esta fosforilacion tiene lugar en un residuo de tirosina (Kasuga et al., 1982b) y es la que desencadena toda

la cascada de sefializacidn desde el IR. Al igual que las proteinas tirosin-quinasas de la familia src, la subuni-



dad B presenta un dominio de unién a ATP, y al unirse la insulina a la subunidad a, aquélla se autofosforila

(Ullrich et al., 1985).

A continuacion, la propia subunidad B fosforila a las proteinas sustrato del receptor de insulina
(IRS), principalmente IRS1 e IRS2 y éstas, a su vez, activan la via de sefalizacion de la quinasa del fosfatidili-
nositol 3-fosfato (PI3K) (Niswender et al., 2003), provocando la fosforilacién de la proteina quinasa B (PKB)
o Akt, la cual inhibe GSK3, promoviendo la proliferacion celular (Cross et al., 1995). La via de la PI3K también
interacciona con la via de la proteina quinasa C (PKC)-NFkB (Liu et al., 2009a), implicada en procesos de

apoptosis.

La subunidad B del IR también puede unirse, en lugar de a IRS1/2, a Shc, que a su vez activa a Grb2 y

la via de las quinasas de las proteinas activadas por mitégeno (MAPK) (Figura 1.9).
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Feldman).

2.3.3. PAPEL DE LA SENALIZACION DE LA INSULINA EN EL CNS

Aunque durante mucho tiempo se considerd que el cerebro era un organo insensible a la insulina y
gue la captacion de glucosa no dependia de ésta como ocurre en los tejidos periféricos, el descubrimiento
de la presencia tanto de insulina como de su receptor en casi todas las dreas del cerebro y de forma diferen-
cial en distintas etapas del desarrollo del CNS en mamiferos, hizo pensar que la insulina podria tener un
papel importante en el crecimiento y mantenimiento neuronal y del cerebro. También se pensaba que en
cerebro sdlo existian transportadores de glucosa independientes de la insulina como GLUT 1 (plexos corio-
deos y endotelio), GLUT2 (glia), GLUT3 (neuronas) y GLUT 5 (endotelio y microglia). Sin embargo, diversos

estudios desmostraron un cambio en la utilizacidn de la glucosa en el hipotdlamo en funcién de los niveles



de insulina (Lucignani et al., 1987), (Marfaing et al., 1990). El descubrimiento de la presencia, en diferentes
areas del cerebro, de GLUT 4 (Brant et al., 1993), (El Messari et al., 1998) y GLUT 8 (Sankar et al., 2002),
sensibles a la insulina, indicaba que la captacién de glucosa en cerebro no es del todo independiente de la
presencia de insulina, y ésta influye en el metabolismo de la glucosa en el cerebro, como se ha demostrado
con el uso de la PET (Seaquist et al., 2001), (Bingham et al., 2002). Ademas, la insulina, a su vez, también
aumenta la expresion y translocacion a la membrana de GLUT4 (Piroli et al., 2007) (Figura 1.9). No obstan-
te, la regulacion del metabolismo de la glucosa no es la principal funcién de la insulina en el cerebro y a con-

tinuacién se describen todas las funciones que se le atribuyen actualmente.

2.3.3.1. Control de la Ingesta y del Peso Corporal

La insulina actua directamente sobre el centro de saciedad del hipotalamo, inhibiendo la ingesta
(Debons et al., 1970), (Hatfield et al., 1974), (Strubbe and Mein, 1977) y reduciendo, consecuentemente, el
peso corporal en ratas (Brief and Davis, 1984). Asi, la interferencia en la expresién de IR en hipotalamo
(Obici et al., 2002) o la eliminacion selectiva del mismo en CNS (ratones NIRKO) provoca un aumento de la

ingesta y del peso corporal (Bruning et al., 2000).

El papel de la insulina en la regulacidon del peso corporal comienza con un mayor transporte de la
misma hacia el CSF (Owen et al., 1974). En perros, una mayor capacidad para aumentar la concentracién de
insulina circulante y/o su transporte hacia el CSF reduce la susceptibilidad del individuo para aumentar de
peso (Kaiyala et al., 2000). La pérdida de peso asociada a la insulina, no obstante, no depende sélo de la
reduccion en el consumo caldrico, sino que para la misma cantidad de calorias ingeridas, la pérdida de peso
aumenta con la dosis de insulina administrada (Brief and Davis, 1984). Esto podria explicarse por un papel
de la insulina a otros niveles del metabolismo, cambiando los niveles de expresién del neuropéptido Y

(NPY) o del péptido relacionado con el agouti (AgRP) (Chang et al., 2005).

2.3.3.2. Crecimiento de Neuritas y Neuroproteccion

La insulina también puede actuar como factor neurotrofico y provoca el crecimiento de neuritas en
cultivos de células de neuroblastoma (Recio-Pinto et al., 1984), células simpaticas y en células sensoriales de
los ganglios de la raiz dorsal, aumentando también la supervivencia de las mismas (Recio-Pinto et al., 1986).
El crecimiento de las neuritas se debe al papel de la insulina en la distribucién de los neurofilamentos dentro
de la célula, a través de la sefializacion de las MAPK (Schechter et al., 1998), (Govind et al., 2001) (Figura
1.10). A través de la otra via de sefializacion que parte desde el IR, la via de la PI3K y la Akt, la insulina inter-

viene en la regulacion de la supervivencia neuronal (Dudek et al., 1997).

En cultivos celulares, la insulina inhibe la apoptosis de neuronas de la capa granular externa del ce-
rebelo y aumenta la supervivencia neuronal, reduciendo los procesos de necrosis a través de la activacién

de la proteina quinasa C (PKC), en neuronas corticales cultivadas en medio sin suero (Hamabe et al., 2003).



También protege a cultivos primarios de neuronas corticales frente al dafio causado por estrés oxidativo,
inhibiendo la oxidacidn de proteinas y lipidos y estimulando la produccion de defensas antioxidantes endo-
genas (Duarte et al., 2005). Por otra parte, a nivel del Sistema Nervioso Periférico (PNS), la insulina también
presenta un papel beneficioso, ya que revierte la neuropatia diabética al prevenir la atrofia axonal (Brussee

et al., 2004).
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Figura 1.10. Papel de la insulina/IGF-1 en la maduracién neuronal. La sefializacién con IGF-1 es el inicio de la cadena de sefiales que
promueven la supervivencia de neuronas en desarrollo, asi como de las subsecuentes etapas en su maduracién, incluyendo la exten-
sién de neuritas, la formacion del axdn y el establecimiento de sinapsis para la formacion de circuitos neuronales.

Figura adaptada de (Fernandez and Torres-Aleman).

2.3.3.3. Regulacion de la Plasticidad Sinaptica

La insulina puede actuar como modulador de la transmision sindptica controlando, tanto la libera-
cion de algunos neurotransmisores, como la expresion de sus receptores en las membranas de las neuronas
postsinapticas. Asi, aumenta la liberacion de catecolaminas (Sauter et al., 1983) y reduce la captacién de
Norepinefrina (NE) (Boyd et al., 1985) al bloquear la expresion de su transportador en el locus ceruleo de
rata (Figlewicz et al., 1993). Por otra parte, también induce la internalizacion de los receptores B,-

adrenérgicos al fosforilarlos a través de la via de la PI3K (Karoor et al., 1998) (Figura 1.11).

Las sinapsis glutamatérgicas también son reguladas por la insulina por distintas vias. Por un lado,
provoca una internalizacion de los receptores AMPA que contienen una subunidad de GIuR2 a través de
una via de endocitosis mediada por clatrina (Man et al., 2000), lo que induce la expresién de LTD (Long-
Term Depression) cerebelar, implicado en procesos de aprendizaje motor (Wang and Linden, 2000). El blo-
gueo de los receptores GABA,, asi como la activacion de los receptores NMDA (Beattie et al., 2000) también
provocan una mayor internalizacion de los receptores AMPA (Lin et al., 2000), pero la accién de la insulina a
través de la via de la PI3K y la PKC, asi como la liberacion de Ca®* es suficiente para inducir LTD en la CA1 de
hipocampo (Huang et al., 2004).El otro tipo de receptores glutamatérgicos, los receptores NMDA, también
son modulados por la insulina, que aumenta el nimero de estos receptores en la membrana celular por
exocitosis (Skeberdis et al., 2001). También reduce el umbral de activacidon de los mismos, facilitando asi la

induccion tanto de LTP como de LTD en la CA1 de hipocampo (Pietrzak et al., 2015).




En cuanto a las sinapsis inhibitorias, también se produce un incremento en la expresion de recepto-
res GABA, en respuesta a la insulina y puede ser uno de los mecanismos implicados en la reduccion de la

ingesta que provoca la insulina (Wan et al., 1997) (Figura 1.11).
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2.3.3.4. Insulina y Memoria

Algunas de las modificaciones que produce la insulina en la plasticidad sindptica estan estrechamen-
te relacionadas con procesos de aprendizaje y memoria, como es la induccién de LTP y LTD en hipocampo.
De hecho, la administracion de insulina en hipocampo de rata inmediatamente después de la fase de “trai-
ning”, aumenta la retencion en un Passive Avoidance Task, comparado con ratas control o vehiculo (Babri et
al., 2007). La memoria espacial también mejora tras la inyeccidn de insulina en hipocampo de rata y lo hace
de una forma dosis-dependiente (Moosavi et al., 2006), (Moosavi et al., 2007). A su vez, procesos de apren-
dizaje como el entrenamiento en el Morris Water Maze afectan a los niveles de expresidn de IR y moléculas
intermedias de su cascada de sefializacion, como Akt (Dou et al., 2005). También aumenta la actividad tiro-
sina quinasa asociada al IR y la interaccién de éste con Shc, asi como la actividad de las MAPK (Zhao et al.,

1999).

En cuanto al efecto de la insulina sobre la memoria en humanos, se ha visto que la administraciéon
de insulina por via intravenosa mejora la memoria en personas sanas, pero afecta a los niveles de glucosa
en sangre (Kern et al., 2001). La administracién de insulina por via intranasal, en cambio, no produce hipo-
glucemia y mejora también la memoria declarativa en personas sanas (Benedict et al., 2004). Ademas, aun-
gue los pacientes de T2D no necesitan inyecciones de insulina, los efectos negativos de la T2D sobre la me-
moria y funcién cognitiva de los pacientes presentan una recuperacion tras la administracién de la misma
(Naor et al., 1997). Finalmente, en pacientes de AD, la administracién de insulina intranasal también mejora

la memoria verbal, especialmente en los pacientes que no presentan el alelo ApoEe4 (Reger et al., 2006).



2.3.3.5. Longevidad

A pesar de todos los aspectos beneficiosos de la sefializacidn de la insulina a nivel de CNS, existen
numerosos estudios que indican que una reduccidon de esta via se asocia con una mayor longevidad. Asi, en
un analisis genético poblacional se observa, en el caso de las mujeres, que los polimorfismos genéticos aso-
ciados con una reduccién en la sefializacion de la insulina estan ligados a un menor peso corporal y una ma-
yor esperanza de vida (van Heemst et al., 2005).Asimismo, en ratones, la supresion de IR en el tejido adipo-
so (ratones FIRKO) conlleva una menor acumulacion de grasa corporal y una longevidad mayor (Bluher et
al., 2003). La supresion de IRS2 en cerebro, a pesar de provocar resistencia a la insulina e hiperinsulinemia,

también aumenta la esperanza de vida de los ratones (Taguchi et al., 2007).

2.3.3.6. Hiperinsulinemia y Toxicidad

Debido a que la insulina induce el transporte de glucosa al interior celular, con la subsecuente baja-
da de la concentracion de glucosa en sangre, una hiperinsulinemia a nivel periférico hace que llegue menos
glucosa al cerebro. Esto afecta a diversas funciones neuronales, como la sintesis de Acetilcolina a partir de
Acetil-Coenzima A, reduciendo asi la neurotransmisién colinérgica, y provocando problemas de memoria en
el raton adulto al inyectarle insulina por via intraperitoneal (Kopf and Baratti, 1999). Ademas, una hiperinsu-
linemia aguda a nivel periférico provoca también una hiperinsulinemia a nivel del CNS, pues aumenta el
transporte de la insulina hacia el CSF CSF (Margolis and Altszuler, 1967), (Wallum et al., 1987). Niveles altos
de insulina tienen un efecto téxico en el cerebro e incrementan la vulnerabilidad neuronal a los efectos

toxicos inducidos por glutamato (Schafer and Erdo, 1991).

En cambio, una hiperinsulinemia periférica prolongada reduce la expresion de IR en la BBB y un
menor transporte de insulina al CNS (Schwartz et al., 1990), contribuyendo a los déficits cognitivos que se
observan en pacientes de T2D, como los problemas en la memoria verbal que se observan en personas con

hiperinsulinemia crénica en ausencia de hiperglicemia (Convit et al., 2003), (Vanhanen et al., 1998).

2.4. IGFY SU RECEPTOR EN CEREBRO

La insulina pertenece a la superfamilia de péptidos relacionados con la insulina, y entre los que se
encuentra el IGF (Insulin-like Growth Factor), con el que comparte un gen ancestral comun (McRory and
Sherwood, 1997). Insulina e IGF presentan una gran homologia y una conservacion de la secuencia del do-

minio funcional.

Existen dos tipos de IGF (IGF-1 e IGF-2) y, al igual que la insulina, ambos actuan a nivel periférico
como péptidos endocrinos, pero también se expresan en el CNS, donde actuan a nivel autocrino y para-
crino (D'Ercole et al., 1984), (Schechter et al., 1995), (Haselbacher et al., 1985). Aunque la principal fuente

de IGF-1 es el higado, se expresa en casi todas las células del organismo, principalmente en las células de la



musculatura vascular. Asimismo, también se expresa en neuronas y astroglia de rata, especialmente en las
etapas fetales y, en el CNS de adulto, la mayor expresion de IGF-1 se da en el bulbo olfatorio y en la médula
espinal (Rotwein et al., 1988). En humanos, se expresa IGF-1 en la microglia y macréfagos (Suh et al., 2013),

aungue la concentracion total es muy baja (Han et al., 1987).

En cuanto al IGF-2, no esta tan estudiado y caracterizado, pero su expresién parece estar mas repar-
tida en las etapas fetales de rata entre diferentes tejidos del organismo (Brown et al., 1986). En el CNS de
adulto se mantiene su expresién, aunque en el resto de tejidos, al igual que ocurre con IGF-1, baja en com-
paracion con la existente en etapas fetales (Kitraki et al., 1993). Ademas, la concentracion de IGF-2 en CNS
es mayor que la de IGF-1 y mas uniforme por todo el CNS (Rotwein et al., 1988). En humanos, la concentra-
cién de IGF-2 en cerebro también es mayor que la de IGF-1 y la zona de mayor expresidn es la pituitaria

anterior (Haselbacher et al., 1985).

También es posible que el IGF-1 circulante llegue hasta el CNS a través del endotelio del plexo coroi-
deo, pues se encuentra una elevada concentraciéon de IGF-1 en los érganos circunventriculares (CVO)
(Bohannon et al., 1988). Por otra parte, tanto el IGF-1 como el IGF-2, son capaces de atravesar la BBB por
dos mecanismos: uno saturable, a través de sus receptores, presentes en los vasos de la BBB; y uno no satu-

rable, por endocitosis a través de las células del endotelio (Duffy et al., 1988). (Figura 1.10).

24.1. RECEPTORES DE IGF. SIMILITUDES Y DIFERENCIAS CON IR

El receptor de IGF-1 (IGF-1R) tiene una estructura muy similar al IR, con dos subunidades a y dos B
procedentes de un mismo prorreceptor y unidas entre ellas por puentes disulfuro (Chernausek et al., 1981),
(Massague and Czech, 1982), (Morgan et al., 1986), (Ullrich et al., 1986). Las subunidades a son extracelula-
res y presentan sendos dominios de cisteinas que, en este caso, son los responsables de la unién a IGF-1
(Kjeldsen et al., 1991). Las dos subunidades B tienen un dominio transmembrana y un largo fragmento cito-

plasmatico con actividad tirosina-quinasa (Ullrich et al., 1986).

A nivel de secuencia, IGF-1R e IR también presentan una alta homologia en la regidn citoplasmatica
de la subunidad B con el dominio tirosina-quinasa, asi como en la subunidad a rodeando los dominios ricos
en cisteina (Ullrich et al., 1986). Esto hace que tanto la insulina como IGF-1 puedan unirse a cualquiera de
los dos receptores, aunque la afinidad por el propio receptor es mayor que por el ajeno (Massague and
Czech, 1982), (Gammeltoft et al., 1985b). Por otra parte, IGF-1R es capaz de unir IGF-2, pero no ocurre lo
mismo con IR (Massague and Czech, 1982), (Gammeltoft et al., 1985b) (Figura 1.12).

Asimismo, la cascada de seializacion del IGF-1R coincide en muchos puntos con la del IR, activando
la via de la PI3K a través de IRS-1 y la de las MAPK a través de Shc-Grb2-Sos. Sin embargo, existen ciertas

diferencias que determinan la especificidad de la funciédn de cada molécula, por ejemplo, la fosforilacién de



Shc es mayor en la via de IGF-1R que en la de IR, promoviendo una mayor sintesis de DNA y, por tanto, un
mayor efecto mitogénico (Sasaoka et al., 1996). Por su parte, la insulina tiene un mayor efecto en la estimu-
laciéon del metabolismo de la glucosa. Debido a la elevada homologia entre IR e IGF-1R, se pueden encontrar
también receptores hibridos con una subunidad a y una B de cada tipo (Soos et al., 1990). Estos receptores
unen preferentemente IGF-1, aunque también son capaces de unir IGF-2 e insulina con una afinidad menor

(Soos et al., 1993). La cascada de sefalizacion coincide con la del IR e IGF-1R.
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En cambio, el receptor de IGF-2 (IGF-2R) es un mondmero, con una estructura similar al receptor de
la manosa-6-fosfato. Presenta un largo dominio extracelular compuesto basicamente por repeticiones de 15
cisteinas, y un pequeio dominio citoplasmatico muy hidrofilico que no presenta actividad quinasa, aunque
puede ser fosforilado en un residuo de tirosina por una quinasa asociada a la membrana de los adipocitos
(Morgan et al., 1987), (Corvera et al., 1986). Es capaz de unir IGF-1R con una afinidad menor que IGF-2, pero

no une insulina (Massague and Czech, 1982), (Gammeltoft et al., 1985b) (Figura 1.12).

2.4.2. FUNCIONES DE IGF-1 EN EL CNS

Como la insulina, el IGF-1 tiene también un papel neuroprotector y promueve la regeneracion neu-
ronal. Asi, en cultivos de neuronas del hipocampo y del septum con restriccion de glucosa, el tratamiento
con IGF-1 o IGF-2 reduce el dafio neuronal al controlar la homeostasis del calcio, impidiendo su entrada a la
célula al reducir la expresion de los receptores NMDA (Cheng and Mattson, 1992). El tratamiento con IGF-1
también promueve la proliferacién de células progenitoras de hipocampo al activar la via de las MAPK

(Aberg et al., 2003). Tanto en cultivos de células de hipocampo como de células de retina, se observa un



aumento en la expresion y activacion de IGF1-R, con la subsecuente activacidon de PI3K, como hechos desen-

cadenantes del desarrollo del axén (Sosa et al., 2006), (Dupraz et al., 2013).

En cuanto al efecto in vivo de IGF-1, se ha observado una reduccién en la apoptosis neuronal duran-
te la ultima etapa del desarrollo prenatal y el inicio del desarrollo postnatal en ratones transgénicos que
sobreexpresan IGF-1 (Hodge et al., 2007). Ademas, la administracion de IGF-1 por via intracerebroventricu-
lar aumenta la neurogénesis y diferenciacion en el giro dentado de ratones viejos (18 y 24 meses)
(Lichtenwalner et al., 2001) y mejora la realizacion del “Object Recognition Task” y del “Morris Water Maze”
en comparacion con ratones no tratados de la misma edad (Markowska et al., 1998) (Figura 1.13).
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2.5. RESISTENCIA A LA INSULINA/IGF-1 EN CNS

La resistencia a la insulina es una de las caracteristicas de la T2D y puede deberse a una menor ex-
presion de las moléculas intermedias en la sefializacion de IR en las células del organismo, por lo que se
hace necesaria una mayor expresion y liberacion de insulina para conseguir el efecto deseado. A su vez, esta
hiperinsulinemia, si se hace crénica, puede provocar una reduccién en la expresién de IR, aumentando aun
mas la resistencia a la insulina. Debido al papel de la insulina, que ya hemos comentado, en el desarrollo
neuronal, plasticidad sinaptica y memoria, la resistencia a la insulina en el CNS esta estrechamente relacio-

nada con el desarrollo de problemas cognitivos y neurodegenerativos.

Aunque la delecién de IRS2 especificamente en cerebro de ratén aumenta la esperanza de vida del
individuo, cuando la delecidn se hace a nivel sistémico, los ratones presentan un menor tamaiio del cere-
bro, probablemente por un aumento en la apoptosis y una proliferacion neuronal reducida (Schubert et al.,
2003); también desarrollan una resistencia a la insulina que provoca una diabetes fatal a los 3 meses de
edad (Taguchi et al., 2007), (Withers et al., 1998) y una acumulacién de tau hiperfosforilada (Schubert et al.,
2003). Por otra parte, ratones con una delecidn de IR especifica en neuronas (NIRKO), a pesar de no tener

problemas cognitivos, probablemente debido a la intervencién de otros sistemas redundantes, si que pre-



sentan una resistencia a la insulina severa en neuronas y un aumento en la fosforilacion de Tau (Schubert et

al., 2004).

2.5.1. RESISTENCIA A LA INSULINA/IGF-1 Y AD. DIABETES TIPO 3

Como ya se ha comentado, la Diabetes Mellitus y la Resistencia a la Insulina son un factor de riesgo
para el desarrollo de AD y, aunque la hiperglicemia crdnica y los episodios de hipoglicemia pueden tener un
efecto sobre el CNS, estudios como el de Hisayama (Matsuzaki et al., 2010) o el de Rotterdam (Schrijvers et
al., 2010) muestran que la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina son los principales factores de la DM
gue presentan una clara relaciéon con un mayor riesgo de padecer AD. De hecho, los estudios de Craft et al.
demuestran que los pacientes de AD no homocigotos para el alelo ApoEg4 presentan una mayor resistencia
a la insulina que personas sanas y que los pacientes de AD homocigotos para el alelo ApoEe4 (Craft et al.,

2003).

Por otra parte, aunque existe controversia sobre si los niveles de insulina y su receptor suben, bajan
0 se mantienen en pacientes de AD en comparacién con personas sanas de la misma edad, en el caso del
IGF-1, Saiz et al proponen la reduccion de IGF-1 en sangre como un marcador para AD (Trueba-Saiz et al.,
2013). Lo que si parece claro es que la via de sefializacién de la insulina/IGF-1 se encuentra reducida en pa-
cientes de AD. Asi, Frolich et al. observan que en pacientes de AD existe una reduccidn en la concentracién
de insulina en cerebro asociada a la edad pero que no se acentta con la AD (Frolich et al., 1998). En cambio,
a nivel de expresion de mRNA, Steen et al. si que encuentran una reduccidn significativa de los niveles de
insulina, IGF-1 e IGF-2 en pacientes de AD comparados con personas sanas de la misma edad (Steen et al.,
2005). Ademas, esta reduccion es mayor a medida que avanza la progresion de la enfermedad (Rivera et al.,

2005).

Algo similar ocurre en el caso de IR. Mientras Frolich et al detectan en personas sanas un descenso
en la cantidad de IR con la edad, en personas de AD esto no ocurre, segun ellos por un efecto de compensa-
cién en respuesta a una menor respuesta en la seializacion. Moloney et al encuentran no sélo un aumento
en la cantidad de IGF-1R, sino también un cambio en su distribucion, pasando de encontrarse principalmen-
te en neuronas piramidales a concentrarse en células de la glia (Moloney et al., 2010). Por su parte, Steen et
al y Rivera et al reportan una bajada en la expresién del mRNA de los receptores de insulina e IGF-1 vy 2,

gue avanza con la progresion de la enfermedad (Steen et al.), (Rivera et al.).

En cuanto a la via de sefializacidn, en pacientes de AD se encuentra afectada a todos los niveles,
desde una menor unién de insulina, IGF-1 e IGF-2 a sus receptores (Rivera et al., 2005), que lleva a una me-
nor fosforilacion de la subunidad B de IR/IGF-1R (Frolich et al., 1998), (Talbot et al., 2012), a una menor
expresion y fosforilacion de las proteinas intermedias de la via, especialmente IRS-1/2 (Liu et al., 2011),

(Steen et al., 2005), (Moloney et al., 2010), (Talbot et al., 2012), una menor unién de IRS-1 a IR e IRS-2 a IGF-



1R (Talbot et al., 2012) y una mayor cantidad de IRS-1/2 inactivos (fosforilados en un residuo de serina)

(Talbot et al., 2012).

Algunos de estos cambios se observan también en pacientes con T2D vy, cuando concurren ambas
patologias, la variacién es alin mas acusada (Liu et al., 2011). Ademas, la resistencia a la insulina/IGF-1 se
relaciona con los problemas del sistema colinérgico que tienen lugar en la AD, puesto que la estimulacidn
con insulina o IGF-1 reduce la expresion de la AChE y aumenta la de la ChAT (Rivera et al., 2005). También se
ha visto que en cultivos de fibroblastos embrionarios, cuando se eliminan los genes del a presenilina 1y 2,

aumenta la expresion del IR y la activacion de Akt (Maesako et al., 2011).

Por otra parte, al igual que la inyeccién de estreptozotocina por via intraperitoneal en roedores da
lugar a la destruccién de las células B del pancreas y se trata, por tanto, de un modelo de T1D, la inyeccién
intracerebral de STZ provoca neurodegeneraciéon, un menor tamano del cerebro y una resistencia a la sefia-
lizaciéon de la insulina e IGF-1 en cerebro. La neurodegeneraciéon que presenta este modelo es muy similar a
la observada en modelos de AD, con una pérdida de neuronas y oligodendrocitos y un aumento de los as-
trocitos y microglia. En el modelo de STZ intracerebral también se observa una mayor expresion de Tau,
APP, y AChE, mientras que la expresidon de ChAT se encuentra reducida. También es mayor la actividad de
GSK3pB vy la fosforilacion de la proteina tau. Todas estas razones llevan a los autores de este trabajo a desig-

nar este modelo como un modelo de Diabetes Mellitus en el cerebro o T3D (Lester-Coll et al., 2006).

2.5.1.1. Insulina/IGF-1y AB

El metabolismo de la insulina y del péptido AB se interrelacionan entre si a varios niveles. En primer
lugar, la subida en la concentracidn de insulina en sangre tras la ingesta viene asociada a una bajada en la
concentracién de APP en plasma en personas jovenes sanas (Boyt et al., 2000). Ademas, a nivel intraneuro-
nal, la insulina previene el procesamiento de APP por BACE (Devi et al., 2012), promueve el trafico del AB y
su secrecion hacia el medio extracelular (Gasparini et al., 2001) evitando su acumulacién en el interior de la
neurona. Una vez en plasma, la insulina facilita la eliminacidn del AP al inducir la translocacion del LPR-1 a la

membrana de los hepatocitos (Tamaki et al., 2007).

En cultivos neuronales tratados con AB, aumenta la supervivencia neuronal al afadir IGF-1 al medio
(Dore et al., 1997). En animales, elevados niveles de IGF-1 en sangre aumentan la permeabilidad de la BBB a
la albumina y la transtirretina, que pasan al CSF y se unen a los péptidos AR, solubilizdndolos en el CSF y el
plasma, donde pueden ser degradados y evitan su acumulacion en el cerebro (Carro et al., 2002). Adem3s,
el bloqueo del IGF-1R en el plexo coroideo provoca la acumulacion de AB en el cerebro y el depdsito de
placas amiloides (Carro et al., 2006b). Y en el modelo APP/PS2, la administracion subcutanea de IGF-1 redu-

ce la acumulacidn de AB en el cerebro (Carro et al., 2006a).



Por su parte, AP reduce la sintesis de la proinsulina en cultivos de neuronas corticales y de hipo-
campo a través de la activacion de GSK3B (Nemoto et al., 2014). También, los oligdmeros de AB o ADDLs
(AB-derived difusible ligands) e insulina compiten por la unién a IR (Xie et al., 2002), por lo que una elevada
concentracion de ADDLs en plasma pueden inhibir la cascada de senalizacién de IR al impedir la unién de la
insulina (Townsend et al., 2007), (Zhao et al., 2008), (Pearson-Leary and McNay, 2012). Ademas, IR puede
internalizar los ADDLs en la célula, provocando su acumulacién intraneuronal pero la insulina reduce la
union de éstos a la neurona, asi como su internalizacion (Zhao et al., 2009). Ademas, la unién de los ADDLs a
las sinapsis provoca a su vez la internalizacidn de varios receptores, entre ellos el IR y los receptores NMDA,
provocando toxicidad neuronal y afectando a la plasticidad sindptica (De Felice et al., 2009). Pero la adicién
de insulina a cultivos de neuronas de hipocampo tratados con ADDLs reduce la internalizacién de IR (De
Felice et al., 2009) y los efectos téxicos de aquéllos, no sélo por efecto de competencia por la union a IR,
sino que la propia cascada de sefalizacion de la insulina también es necesaria para este efecto protector (De

Felice et al., 2009) (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Los ADDLs interfieren en la sefalizacion de la insulina. Los ADDLS compiten con la insulina
por su union al IR, provocando que la sefialziacion de la insulina en las neuronas sea mucho menor en los
cerebros de AD. Ademds, la acumulacion de ADDL en las sinapsis provoca la internalziacion de IR, redu-
ciendo aun mas su sefialziacion.

Figura modificada de (De Felice).

La insulina también induce la degradacion de los ADDLs al activar la enzima degradadora de la insu-
lina (IDE) (Zhao et al., 2009). IDE es una metaloproteasa cuya principal funcidn es la degradacion de la insu-
lina (Kirschner and Goldberg, 1983). Sin embargo, aunque con una afinidad mucho menor (McDermott and
Gibson, 1997), (Perez et al., 2000), también es capaz de degradar el péptido AB (Kurochkin and Goto, 1994),
(Qiu et al., 1997), por lo que, si la insulina se encuentra en concentraciones excesivas, inhibira la degrada-
cidon de AB. Asi, existe una correlacion inversa entre los niveles de expresién o de actividad de IDE y la con-
centracion de AB (Miller et al., 2003), (Zhao et al., 2007). Tanto en ratones transgénicos que sobreexpresan
la IDE humana, como en los que se obtienen al cruzar éstos con ratones transgénicos APP, se observa una
reduccion en la cantidad de AB4o y AB42 solubles e insolubles y un menor depdsito de placas AP al comparar-

los con ratones no transgénicos o sdlo APP respectivamente (Leissring et al., 2003). IDE también es capaz de



eliminar el dominio intracelular de APP (AICD) (Edbauer et al., 2002), (Farris et al., 2003). En pacientes de
AD, se ha observado una relacion entre la presencia del alelo ApoEg4 y un descenso en la cantidad de IDE en
hipocampo (Cook et al., 2003) y ciertas variantes genéticas de IDE se relacionan con un menor riesgo de

padecer AD sdlo si dicho paciente no presenta tampoco el alelo ApoEe4 (Edland et al., 2003).

Por otra parte, farmacos antidiabéticos como la rosiglitazona y la metformina también tienen un
efecto sobre la generacion y eliminacidn de APB. La rosiglitazona parece aumentar la expresion de LRP1 vy,
por tanto, facilita la eliminacion de AB (Moon et al., 2012), mientras que la metformina, por su parte, au-

menta la expresion de BACE1, incrementando la generacion de AB (Chen et al., 2009).

En concordancia con todo lo expuesto, también se ha observado en el modelo transgénico APP/PS1
un aumento en la expresion de IGF-1R pero un descenso en la sensibilidad del mismo, debido a una reduc-
cion en la fosforilacion de los intermediarios de la cascada de sefializacion (Zhang et al., 2013). También se
da un incremento de la amiloidosis y de los problemas cognitivos al provocar una deficiencia de insulina por

STZ en este modelo (Wang et al., 2010).

Sin embargo, la deficiencia en IRS-2 (ratones IRS-2'/') parece reducir la acumulacion de AB y la mor-
talidad en el modelo transgénico APP (Freude et al., 2009). Ademas, una reduccion en la sefializacion de IGF-
1 en el modelo transgénico APP (APP;IGF-lR”’) reduce la presencia de ADDLS, hace que las placas amiloi-
des sean mas pequeias y condensadas, reduce la pérdida neuronal y la neuroinflamacién y mejora la fun-

cion cognitiva en comparacidn con animales APP (Cohen et al., 2009).

2.5.1.2. Insulina/IGF-1y Tau

La accion de la insulina e IGF-1 también afecta directamente a la fosforilacién de tau, pues a través
de la via de la PI3K, provoca la inhibicion de GSK3pB, una de las enzimas responsables de la fosforilacion de
tau (Hong and Lee, 1997), (Soutar et al., 2010). Asi, el tratamiento de células en cultivo con insulina o IGF-1

provoca la desfosforilacion de tau y su union a los microtubulos (Hong and Lee, 1997).

En animales, una dieta rica en calorias y colesterol provoca un descenso en la cantidad de IRS-1y de
p-Akt, con una mayor activacién de GSK3B vy, por tanto, una mayor fosforilacién de tau (Bhat and
Thirumangalakudi, 2013). Lo mismo se observa en el modelo IRS-2-/- (Schubert et al., 2003), el db/db, vy,
aunque en menor medida, en el modelo STZ (Kim et al., 2009). No obstante, la hiperinsulinemia a nivel peri-
férico provoca una activacidn de la via de la insulina prolongada en el tiempo y también induce la fosforila-

cion de tau (Freude et al., 2005).

2.5.1.3. Insulina y Memoria en AD

Ya se han comentado los efectos beneficiosos de la administracidén de insulina sobre la memoria de-

clarativa en personas jévenes sanas. Lo mismo ocurre cuando se administra insulina a pacientes de AD (Craft



et al., 1996), y se considera que es la verdadera responsable de los efectos observados de la glucosa sobre la
memoria (Craft et al., 1999a). Segun los estudios de Craft et al., este efecto de la insulina sobre la memoria
depende de la dosis utilizada y de la presencia del alelo ApoEe4, Asi, en pacientes homocigotos para el alelo
ApoEe4, la respuesta se da a dosis mas bajas que en pacientes no homocigotos, debido a que los primeros
presentan una menor resistencia a la insulina y ésta atraviesa mas facilmente la BBB en dichos pacientes
(Craft et al., 1998), (Craft et al., 1999b), (Craft et al., 2003). En cambio, otro estudio realizado dentro del
mismo grupo demuestra que, cuando la insulina se administra por via intranasal, el efecto también depende
de la dosis pero sélo se observa en pacientes sin el alelo ApoEe4 (Reger et al., 2008), posiblemente debido a
que las dosis empleadas en el estudio son demasiado altas y podrian provocar una hipoglucemia, algun
efecto inflamatorio o afectar al metabolismo energético del CNS en los pacientes de AD que son homocigo-

tos para el alelo ApoEe4 y cuya resistencia a la insulina es menor.

2.6. GLP-1Y SU RECEPTOR EN CEREBRO

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (7-36 amida) es una incretina (hormona sintetizada en el intestino),
derivada a partir del procesamiento del proglucagdn y secretada por las células L del endotelio del intestino
en respuesta a la ingesta. También puede ser sintetizado en el pancreas, por un procesamiento ligeramente
distinto del que tiene lugar en el intestino (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Procesamiento proteolitico del proglucagon para la sintesis de GLP-1 en intestino y pancreas. En el pancreas, los
principales productos sintetizados a partir del proglucagdn son el glucagén, el GRPP y el MPGF. En cambio, en el intestino delgado,
los principales productos son el GLP-1y GLP-2.

Figura modificada de (Orskov et al.).

Su funcidn es provocar una mayor estimulacidén de la sintesis de insulina en las células B del pan-
creas en respuesta a un incremento en la concentracion de glucosa (Mclintyre et al., 1965), (Mojsov et al.,
1987), (Drucker et al., 1987), provocando, por tanto, una bajada de la misma (Gutniak et al., 1992),
(Rachman et al., 1997). Ademas, GLP-1 protege a las células B de la apoptosis tanto en animales normales
(Li et al., 2003) como diabéticos (Li et al., 2003), (Farilla et al., 2002), y en pacientes de T2D, ha demostrado
aumentar la masa de células B (Tourrel et al., 2002) y mejorar su funcion (Rachman et al., 1997), (Zander et
al., 2002). Por otra parte, GLP-1 también reduce la sintesis de glucosa en el higado en mujeres no diabéticas

(Larsson et al., 1997).
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Asi pues, GLP-1 es util en el tratamiento de la T2D, con el inconveniente de que es rapidamente de-
gradado por la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) (Deacon et al., 1995). De manera que para el estudio de los
beneficios de GLP-1, se utilizan, principalmente, dos analogos del mismo: la exendina-4 o exenatida (exen-

dina-4 sintética) y la liraglutida, ambos farmacos empleados en el tratamiento de la T2D (Figura 1.16).

La exenatida ha mostrado una capacidad similar a la insulina en controlar la glicemia de pacientes
de T2D (Nauck et al., 2007), los cuales, ademas, presentan pérdida de peso (Nauck et al., 2007), (Klonoff et
al., 2008), reduccion del riesgo cardiovascular y descenso de los marcadores de dafio hepatico (Klonoff et
al., 2008). Ademas, presentan una mayor neogénesis, replicacion (Xu et al., 1999), (Stoffers et al., 2000) y
mejora en la funcion de las células B (Nauck et al., 2007). El tratamiento con liraglutida también consigue un
control de la glicemia y una pérdida de peso de los pacientes (Nauck et al., 2006), (Vilsboll et al., 2007), asi
como una reduccion de los marcadores de riesgo cardiovascular (Courreges et al., 2008). Asimismo, reduce
los procesos inflamatorios asociados a la T2D al inducir la produccién de éxido nitrico en las células del en-
dotelio (Hattori et al., 2010). Ambos farmacos pueden ser utilizados como coadyuvantes en el tratamiento
con metformina, consiguiendo mejores resultados en el tratamiento (Bunck et al., 2009), (Bergenstal et al.,

2010), (Nauck et al., 2009).
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Figura 1.16. Estructura del GLP-1 y de sus analogos, exenatida y liraglutida. La exenatida es un andlogo a GLP-1, con una secuencia
similar a éste que le permite unirse al GLP-1R, pero con ciertas diferencias que la hacen resistente a la accién de la DPP-4. Las dife-
rencias en la secuencia aminoacidica de la liraglutida en relacion al GLP-1 son menores, pero contiene la adicion de un acido graso
C16 en la Lys26 que puede unirse a su vez a la albumina. Esto la hace parcialmente resistente a la degradacion por parte de la DPP-4.

Figura adaptada de (Drucker and Nauck).

GLP-1, exendina-4 y liraglutida ejercen su accién al unirse al receptor de GLP-1 (GLP-1R). Este es un
receptor de 7 dominios transmembrana acoplado a proteina G (GPCR). La unién del ligando provoca la acti-
vacién de la subunidad a, que, a su vez, activa la adenil ciclasa A y la produccién de AMP ciclico (CAMP). Este
promueve la activacién de la proteina quinasa A (PKA) y ésta la de la via de las MAPK. El GPCR también

puede conectar directamente con la via de la PI3K-Akt. Como puede verse, la via del GLP-1 conecta con dife-



50 | INTRODUCCION

rentes puntos de la via de la insulina/IGF-1R, por lo que todas ellas se encuentran interrelacionadas (Figura
1.17). De hecho, GLP-1 incrementa la expresion de IGF-1R a través de la activacién de la PKA (Cornu et al.,

2010).

La via de la PKA activa la transcripcion de diversos genes mediante la unién de CREB (cCAMP Respon-
se Element-Binding protein) a la regiéon CRE de los mismos. En el caso de la estimulacién de la sintesis de
insulina por parte de GLP-1, interviene un factor de transcripcion muy similar en estructura a CREB (de cre-
mallera de leucina), pero cuya actividad es independiente de la accidn de PKA (Skoglund et al., 2000). Sin
embargo, la PKA si que esta implicada en los mecanismos de exocitosis para la secrecién de la insulina a

través de la movilizacién del calcio intracelular (Gromada et al., 1995) (Figura 1.17).

Por su parte, la via de la PI3K, mediante la activacidn de la PKC, es la responsable de la estimulacion
de la sintesis de DNA en las células B y la replicacién de las mismas (Buteau et al., 1999), (Buteau et al.,
2001). Ademas a través de la accion de Akt, la activacion de la PI3K a partir de GLP-1R protege a las células

de la apoptosis y necrosis (Li et al., 2003) (Figura 1.17).
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Figura 1.17. Via de seiializacion del GLP-1R. El GLP-1R es un receptor con 7 dominios transmembrana acoplado a proteina G. En
funcidn del tipo de proteina G que se una al receptor, las respuestas son diferentes. Asi, la unién de una proteina GBy puede activar
la via de la PI3K, conectandose asi con la sefializacion del IR/IGF-1R y promoviendo el crecimiento y la supervivencia celular. Tam-
bién es capaz de activar la via de las MAPK si se une una proteina Gsa al GLP-1R. En este caso, también se activa la via de la PKA,
contribuyendo a los mecanismos de prolifracion e implicada en el proceso de liberacién de insuina en las células del pancreas. Este
mismo mecanismo es capaz de estimular la liberacion de neurotransmisores cuando la sefializacidon ocurre en una neurona presi-
naptica. Finalmente, si el GLP-1R se une a una proteina Gq, se activa la PLC, que da lugar a la liberacién de calcio desde el Reticulo
Endoplasmatico, contribuyendo a los procesos de fusién de endosomas a la membrana para la liberacién de insulina o neurotrans-
misores. Asimismo, la PLC activa la via de la PKC, que inhibe los procesos de apoptosis.



GLP-1R se expresa en diferentes tejidos, siendo el cerebro junto con el pulmén, donde se encuentra
una mayor expresion, incluso mas que en higado y pancreas (Kanse et al., 1988). Concretamente, en el ce-
rebro de rata, GLP-1R se expresa en diversas areas, entre las que se encuentra el hipocampo, hipotalamo,
talamo, bulbo olfatorio y tronco del encéfalo (Goke et al., 1995), (Merchenthaler et al., 1999). La expresion
de GLP1R se da principalmente en neuronas, y sélo se encuentra GLP-1 y GLP-1R en glia como un mecanis-

mo de defensa en respuesta a una lesion en el cerebro (Chowen et al., 1999).

2.6.1. FUNCION DE GLP-1 EN EL CNS

Tanto el GLP-1 como la exendina-4 y la liraglutida son capaces de cruzar la BBB por difusion simple
(Kastin et al., 2002), (Kastin and Akerstrom, 2003), (Hunter and Holscher, 2012), donde llevan a cabo varias
funciones. También se sintetiza GLP-1 en neuronas no catecolaminérgicas del tronco del encéfalo caudal,
concretamente neuronas del nucleo del tracto solitario que inervan con el nucleo paraventricular hipotala-

mico (PVN) (Larsen et al., 1997), (Sarkar et al., 2003).

La expresion de GLP-1R en el hipotalamo y el tronco del encéfalo colocaliza con la expresion de
GLUT-2 y glucoquinasa y la activacién de aquél se relaciona con la estimulacién del metabolismo de la gluco-
sa en estas areas (Alvarez et al., 2005). Ademas, la activacion de GLP-1R en hipotadlamo y romboencéfalo da
lugar a la inhibicion de la ingesta a través de la activacidon de la PKA y la via de las MAPK y la inhibicién de la
guinasa dependiente de AMP (AMPK) en estas areas (Hayes et al., 2011). También induce la expresién de la
Neurotensina (péptido anorexigénico) e inhibe la de la grhelina (orexigénico) en PNV, pero no afecta a la

expresion de NPY o POMC (Dalvi et al., 2012).

Al igual que la insulina e IGF-1, GLP-1 también tiene un papel neurotréfico y neuroprotector. Asi,
tanto a través de la via de la PI3K como de las MAPK, GLP-1 y exendina-4 inducen el crecimiento de neuritas
y la diferenciacion de células PC12 (Perry et al., 2002b). GLP-1 y exendina-4 también protegen del efecto
citotoxico del glutamato en cultivos de neuronas hipocampales, asi como de la pérdida de neuronas coli-
nérgicas (con expresion de ChAT) provocada por el dafio neuroldgico in vivo (Perry et al., 2002a). Ademas,
tanto GLP-1 como exendina-4 y liraglutida induce la proliferacién neuronal en cultivo (Li et al., 2010b) y en
el giro dentado de ratones db/db y alimentados con dieta alta en grasa, mostrando un efecto positivo con-

tra la neurodegeneracion asociada a la diabetes (Hamilton et al., 2011).

Por otra parte, GLP-1 también influye en la plasticidad sinaptica y la memoria. Igual que en las célu-
las B del pancreas GLP-1 estimula la liberacién de insulina mediante la accién de PKA, cuando GLP-1 actia
sobre neuronas, éste es capaz, a través del mismo mecanismo, de estimular la liberacidn de neurotransmi-
sores (Mora et al., 1992). Ademas, induce la recaptacion de glutamato e inhibe la expresion de LTD en hipo-
campo (Kobayashi et al., 2013). También se ha demostrado la capacidad de GLP-1, exendina-4 y liraglutida
para inducir la expresion de LTP (McClean et al., 2010), (Abbas et al., 2009).



Todo ello hace que la administracién en ratas de GLP-1 o exendina-4 provoque una mejora en el
aprendizaje y la memoria de las mismas al compararlas con ratas no tratadas (During et al., 2003), (Isacson
et al., 2011). Lo mismo ocurre al administrar liraglutida en ratones alimentados con una dieta alta en grasas
(Porter et al., 2010). Ademas, ratones KO para GLP-1R muestran problemas de memoria que no mejoran
con la administracion de exendina-4 pero si se restauran al ser inyectados con un AAV que expresa el gen
del GLP-1R. La administracién de este AAV en ratones WT también mejora el aprendizaje por parte de los

animales (During et al., 2003).

2.6.1.1. Papel de GLP-1y sus andlogos en AD

Debido al papel de GLP-1 en procesos de neuroproteccion, plasticidad sinaptica y memoria, al igual
gue la insulina e IGF-1, su accion en el CNS proporciona proteccion frente a los problemas cognitivos causa-
dos por la neurodegeneracion y acumulacion de AB en la AD. Asi, la inhibicién de la DPP-4 provoca un au-
mento del GLP-1 enddgeno y una mejora de la memoria en ratones transgénicos APP/PS1, acompafiada de
una reduccion de los depdsitos amiloides en el cerebro de los mismos (D'Amico et al., 2010). Ademas, la
accion de GLP-1 sobre la expresion de LTP contrarresta su inhibicion por la accion del AB (Gault and
Holscher, 2008). GLP-1 también reduce la produccién de AB in vivo (Perry et al., 2003) y protege a las neu-

ronas de la apoptosis inducida por el mismo (Qin et al., 2008).

Los andlogos de GLP-1 han mostrado los mismos efectos beneficiosos en AD. La administraciéon de li-
raglutida en ratones normales no afecta a la memoria, pero si previene los problemas cognitivos y la reduc-
cion del LTP hipocampal asociados a la acumulacion de AB (Han et al., 2013). En ratones APP/PS1 mejora la
memoria, reduce la acumulacidon de AB vy la inflamacién, aumenta el nimero de sinapsis y la expresidon de

IDE (McClean et al., 2011), (McClean and Holscher, 2014).

El tratamiento con exendina-4 reduce la diabetes en ratones 3xTgAD inyectados con STZ e inhibe los
efectos amiloidogénicos de la misma (Li et al., 2010a). Finalmente, en animlaes inyectados con STZ por via
icv, la exendina-4 previene la pérdida de neuronas piramidales en la CA1 del hipocampo, revierte la fosfo-
rilacion de tau, reduce la expresidn y activacion de GSK3p y previene los problemas de memoria que pre-

sentan estos animales (Chen et al., 2012).



3. TERAPIA GENICA

3.1. ASPECTOS GENERALES

3.1.1. DEFINICION Y APLICACIONES

La terapia génica es una herramienta de la medicina que se basa en la transferencia de un gen, a
través del vector adecuado, en las células o tejido diana para el tratamiento de una enfermedad. Inicialmen-
te, se probo su aplicacion en enfermedades monogénicas (Figura 1.18) de manera que los primeros ensayos
clinicos de terapia génica que se llevaron a cabo buscaban el tratamiento de enfermedades como la defi-
ciencia de la adenosina desaminasa (ADA) (Blaese et al., 1995), la deficiencia de la ornitina transcarbalimasa
(Raper et al., 2002) o la SCID-X1 (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Mas recientemente, también se ha investi-
gado el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne (Popplewell et al., 2013) y el de la deficiencia de Ia
descarboxilasa del aminoacido L-aromatico, que lleva a la deficiencia de los neurotransmisores serotonina y

dopamina (Lee et al., 2014).

Ensayos clinicos de Terapia Génica hasta 2015 Ensayos clinicos de Terapia Génica en 2015

[ 1376 Cancer

1 196 Enf. monogénicas

[ 172 Enf. infecciosas

[ 168 Enf. cardiovasculares
[ 39 Enf. neuroldgicas

[ 45 Cancer
[ 8 Enf. monogénicas
[ 2 Enf. infecciosas

[ 33 Enf. oculares [ 6 Enf. cardiovasculares
[ 14 Enf. inflamatorias - g(E)?f neurf‘ologlc(;jas(,j
[ 41 Otras enfermedades = fas enfermedades

[ 50 Marcaje genético
[ 52 Voluntarios sanos

Figura 1.18. Enfermedades tratadas en ensayos clinicos de terapia génica. En los graficos se muestra el nimero de ensayos clinicos
llevados a cabo para el tratamiento de las principales enfermedades investigadas desde sus inicios hasta lo que llevamos de 2015 (a)
y durante el afio 2015 (b). Inicialmente, la mayoria de los ensayos de terapia génica se destinaban al tratamiento de enfermedades
monogénicas y actualmente sigue siendo la segunda causa des estudio en los mismos. No obstante, el gran impulso que ha tenido la
investigacion de proyectos para el tratamiento del cancer, éste se encuentra a la cabeza, y con diferencia en cuanto a la aplicacién
de ensayos clinicos de terapia génica para su tratamiento. Datos extraidos de Wiley Online Lybrary.

La aplicacion de la terapia génica puede ser util para el tratamiento de enfermedades de muy dife-
rentes etiologias. Asi, pronto se amplid su uso para el tratamiento del SIDA (Ugen et al., 1998) o, incluso, de
enfermedades cardiovasculares (Esakof et al., 1999), (von der Leyen et al., 1999). Actualmente, la mayoria

de proyectos de investigacion de terapia génica se aplican al tratamiento del cancer, (Zhu et al., 2014),

(Prabhakar et al., 2013), (Alemany et al., 1999), (Grossardt et al., 2013).

También se investigan protocolos de terapia génica el tratamiento de enfermedades neuroldgicas

como la Enfermedad de Parkinson (Imaoka et al., 1998), (Lu-Nguyen et al., 2014), la Enfermedad de Alzhei-



mer (Tuszynski et al., 2005) o la Enfermedad de Huntington (Stanek et al., 2014); enfermedades autoinmu-
nes (Lu et al., 1999), (Gallichan et al., 1998), alergias y enfermedades infecciosas; o incluso enfermedades
metabdlicas como la diabetes (Phillips and Kay, 2014), (Gallichan et al., 1998) o las enfermedades lisosoma-
les (Ariza et al., 2014), (Ferla et al., 2014), (Tardieu et al., 2014). Asimismo, se ha probado el desarrollo de
vacunas por terapia génica (Raz et al., 1994), (Tascon et al., 1996), (Diniz et al., 2013), y la aplicacion a pro-
cesos de regeneracion de tejidos (Alden et al., 1999), (Homs et al., 2011) y trasplantes celulares o de tejidos

alogénicos (Poston et al., 1999), (Parker et al., 2014).

3.1.2. EVOLUCION DE LA TERAPIA GENICA. EXITOS Y FRACASOS

El concepto de terapia génica nacid gracias al descubrimiento por parte de Avery, Macleod y
McCarty de que una secuencia de DNA procedente de una cepa de Neumococo tenia la capacidad de trans-
formar otra especie de Neumococo y hacerle expresar sus genes (Avery et al., 1944). Mas tarde, se vio que
las células de mamiferos podian también ser transformadas por un DNA exdgeno (Borenfreund and
Bendich, 1961), (Kay, 1961), (Szybalska and Szybalski, 1962). Adem3s, el descubrimiento de que el papovavi-
rus SV40 era capaz de integrar su genoma en el genoma de la célula infectada (Sambrook et al., 1968), hizo
pensar que los virus podrian usarse como vectores para la transferencia de material genético. Asi, en base a
la observacion de que tras la infeccidon con el virus del papiloma de Shope se produce un aumento en la
actividad arginasa (Rogers et al., 1973), Rogers et al inocularon dicho virus a tres hermanos con hiperargi-
nemia, pero este primer y rudimentario ensayo de terapia génica fallé6 debido a que la asuncidn inicial era

erronea (Terheggen et al., 1975).

Con el desarrollo de las técnicas del DNA recombinante se abrié la posibilidad de aislar y clonar una
determinada secuencia de DNA para su uso terapéutico (Maniatis et al., 1976). Ademas, con el desarrollo de
nuevos métodos de transfeccidn basados en buffers de calcio y fosfato (Graham and van der Eb, 1973),
(Wigler et al., 1978), el grupo de Martin J. Cline consiguid transformar con éxito células de la médula espinal
de ratones (Cline et al., 1980), (Mercola et al., 1980). Mas tarde, Cline realizd un ensayo clinico en el que
transformo células de la médula espinal de pacientes de B-talasemima con el gen de la B-globina y el de la
timidina quinasa. Sin embargo, los comités responsables de aprobar y supervisar el experimento no fueron

informados de que se usaria DNA recombinante y Cline fue sancionado (Wade, 1981).

Por otra parte, en aquella época ya se conocian las caracteristicas de los retrovirus y pronto se con-
virtieron en objeto de estudio para su desarrollo como vectores eficientes para la terapia génica insertando
en su genoma el gen terapéutico (Wei et al., 1981), (Tabin et al., 1982). De esta manera, el grupo de R. Mi-
chael Blaese consiguio corregir la deficiencia de la adenosina desaminasa (ADA) en células Ty B en cultivo y
en el primer ensayo clinico aprobado para la terapia génica en humanos. Las pacientes mostraron una cierta

mejoria, sobre todo una de ellas, pero ambas continuaron necesitando la administracién farmacoldgica de
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la enzima (Blaese et al., 1995). Similares resultados se obtuvieron de un estudio muy parecido (Bordignon et

al., 1995).

En 1999, los adenovirus habian ganado terreno en el campo de la terapia génica y se aprobd un en-
sayo clinico con un adenovirus para el tratamiento de la deficiencia de la ornitina transcarbamilasa (Raper et
al., 2002). Este fue el primer ensayo clinico de terapia génica en el que el paciente, Jesse Gelsinger, murié a

causa de la terapia al provocarle una respuesta inflamatoria severa (Raper et al., 2003).

El primer ensayo clinico que consiguio tratar con éxito a los pacientes utilizé un retrovirus para res-
taurar la expresion del receptor de citoquina yc en pacientes con SCID-X1 (Cavazzana-Calvo et al., 2000),
(Hacein-Bey-Abina et al., 2002). Sin embargo, al cabo de 3 afios, dos de los pacientes desarrollaron leucemia
debido a la insercion del genoma del retrovirus cerca de un oncogén, provocando su sobreexpresion (Kohn

et al., 2003). Uno de los pacientes murid a causa de esta leucemia.

3.1.2.1. Terapia Génica en la actualidad

Actualmente, la mayoria (el 68,2% en lo que llevamos de 2015) de ensayos clinicos en fase | y Il de
terapia génica tienen como objetivo el tratamiento del cancer, seguido por las enfermedades monogénicas
(12,3%). Los ensayos clinicos para enfermedades neuroldgicas suponen sélo un 1% del total segln los datos
de la Wiley Online Lybrary. En cuanto a los vectores, los mas empleados histéricamente son los adenovirus
(22,5%) seguidos de los retrovirus (18,8%) y las técnicas de transferencia de DNA plasmidico (17,5%). El 5,8%
de ellos emplean AAVs. Sin embargo, en lo que llevamos de afio de 2015, el uso de lentivirus y virus ade-
noasociados tiene un mayor peso en los ensayos clinicos que los afios anteriores, por delante de los adeno-

virus y retrovirus (Figura 1.19).

Vectores usados en Terapia Génica hasta 2015 Vectores usados en Terapia Génica en 2015
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[ 101 Lentivirus

[ 100 Poxvirus

[ 68 Herpes simplex
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[ 73 Desconocido

[ 10 Virus adenoasociados
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[ 12 Lentivirus
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Figura 1.19. Vectores empleados en los ensayos clinicos de terpaia génica. En los graficos se representa el nimero de ensayos clini-
cos que usan cada uno de los distintos vectores disponibles para la transferencia génica desde sus inicios hasta lo que llevamos de
2015 (a) y durante el afio 2015 (b). En lo que llevamos de afio puede observarse un cambio de tendencia segun el cual los adenovirus
ya no son los mas utilizados, y han cogido mucha fuerza los lentivirus y vectores adoasociados, mientras que hasta el afio pasado los
adenovirus seguian siendo los vectores mas utilizados en ensayos clinicos de terapia génica seguidos por los restrovirus, en el 2014
continuaban siendo el segundo tino de vector mas empleado. Datos extraidos de la Wilev Online Lvbrarv.




3.1.3. VECTORES PARA LA TRANSFERENCIA GENICA

A la hora de escoger y disefiar un vector para terapia génica se deben tener en cuenta diversos as-
pectos. En primer lugar, se debe buscar una transduccién lo mas eficiente posible y elegir el vector con el
tropismo adecuado. Ademas, la expresidn del transgén debe mantenerse en el tiempo para evitar la nece-
sidad de continuas administraciones. De manera que, si las células que se desea transducir son células
guiescentes, se puede optar por un vector no integrativo, pero, si por el contrario, son células que se divi-
den activamente, se debera escoger un vector integrativo (con la capacidad de insertarse en el genoma de
la célula diana). Por otra parte, es necesario evaluar la posible toxicidad tanto del vector como del transgén,
y la respuesta inmune que pueden provocar. También es posible que interese tener la posibilidad de regular

la expresidn del transgén, por lo que se debe escoger el promotor adecuado para ello.

Actualmente, en terapia génica se emplean diferentes tipos de vectores, que se pueden clasificar en

virales y no virales.

3.1.3.1. Vectores Virales

Existen diferentes virus que pueden actuar como vectores para la transduccidn génica. Entre los mas

usados, se encuentran los adenovirus, retrovirus y virus adenoasociados.

Los adenovirus (Adenoviridae), son una familia de virus de DNA bicatenario, sin envoltura y con una
capside formada por hexones y pentones (Figura 1.20). El primer ensayo clinico en el que se usé un adenovi-
rus fue para el tratamiento de la fibrosis quistica (Zabner et al., 1993). El serotipo mas estudiado y utilizado
en terapia génica es el 5, y con los avances en el disefio de estos vectores y la aparicién de los adenovirus de

tercera generacién, su uso aumenté considerablemente entre 1994 y 1999.

Figura 1.20. Estructura de un adenovirus. Los ade-
novirus no presentan envuelta y disponen de una
capside de simetria pseudo-icosaédrica (T=25), com-
puesta por 720 hexones y 12 pentones en los vérti-
ces, a los que se une una proteina fiber. Su genoma
consiste en una uUnica molécula de DNA de doble
cadena que presenta unas repeticiones invertidas
(ITRs) en sus extremos.

Figura adaptada de la web ViralZone (Bloinformatics
Resource Portal).

El uso de adenovirus en terapia génica presenta diversas ventajas, debido a su amplio tropismo tan-
to en células en division como células quiescentes, su elevada capacidad de empaquetamiento y la facilidad
para producirlos a titulos elevados. Los adenovirus de tercera generacidn se caracterizan por no tener nin-
gun gen viral, por lo que toda la capacidad de empaquetamiento (36Kb) puede ser destinada al transgén. Sin

embargo, para su produccidn es necesaria la utilizacién de un adenovirus helper, que puede contaminar las



preparaciones. Ademas, debido a que el genoma de los adenovirus no se inserta en el genoma de la célula
huésped, la expresion del vector se pierde con el paso del tiempo. Otro de los problemas de los adenovirus

es que son muy inmunogénicos.

No obstante, en la actualidad son los vectores mas utilizados, pues son muy utiles en el tratamiento
contra en cancer por su capacidad de transducir células en division, en las que se puede transferir desde un
gen (timidina quinasa) que aporte al tumor sensibilidad hacia un determinado farmaco (ganciclovir)
(Sterman et al., 1998), hasta inmunomoduladores (Schreiber et al.,, 1999) o genes supresores de tumores
como el p53 (Swisher et al., 1999). También se usan actualmente como virus oncoliticos (Alemany et al.,

1999).

Por su parte, los retrovirus pertenecen a la familia Retroviridae, dentro de la cual encontramos los
lentivirus (HIV, SIV, FIV), y se caracterizan por presentar un genoma de RNA de cadena simple. Los retrovi-
rus solo son capaces de transducir células en division (Miller et al., 1990), aunque los lentivirus también

pueden transducir células quiescentes (Johnston et al., 1999), (Naldini et al., 1996).

Los retrovirus, junto con los adenovirus, fueron los primeros vectores utilizados en ensayos clinicos
de terapia génica y, debido a su especificidad por células en divisidn, son muy utiles en el tratamiento del
cancer. La sencillez de su genoma hace facil la manipulacién del mismo para generar vectores no replicati-
vos. Los retrovirus tienen una capacidad de empaquetamiento de hasta 10kb y presentan un tropismo muy
amplio. Sin embargo, el principal inconveniente es su insercidén aleatoria en el genoma, pudiendo provocar
la sobreexpresidén de oncogenes (Hacein-Bey-Abina et al., 2002). Ademas, aunque son poco inmunogénicos,

son rapidamente degradados por el sistema del complemento.

Las caracteristicas de los virus adenoasociados se comentaran mas adelante en mayor detalle.

3.1.3.2. Vectores No Virales

El uso de la transferencia génica no viral en estrategias in vivo no esta tan extendida como el uso de
los vectores virales, pero, debido a la ventaja de presentar una baja toxicidad, se trata de una buena alter-
nativa dentro de la terapia génica y se han investigado diferentes estrategias para poder llevarla a cabo. No
obstante, aln es necesario seguir investigando y mejorando las técnicas existentes para aumentar su efi-
ciencia y especificidad. Ademds, otro de los problemas que presenta la administracién génica no viral es la
alta inmunogenicidad de las islas CpG de los plasmidos bacterianos (Krieg et al., 1995). Para evitar este pro-
blema, se ha probado el uso de plasmidos sintéticos sin secuencias CpG, que aumenta la eficiencia en la

transfeccion al no provocar una respuesta inflamatoria severa (Hyde et al., 2008).

Principalmente, las estrategias de transferencia génica no viral se basan en métodos mecanicos pa-
ra la administracion de DNA desnudo, la utilizacién de complejos del DNA con polimeros catiénicos o la

formacién de liposomas catidnicos.



En algunos casos, es posible administrar DNA plasmidico mediante una simple inyeccién intramuscu-
lar (Wolff et al., 1990), cutanea (Choate and Khavari, 1997) o, incluso, por inyeccion hepatica (Hickman et
al., 1994), (Budker et al., 1996), (Zhang et al., 1997). También es posible la administraciéon de DNA en el
pulmon a través de las vias respiratorias (Meyer et al., 1995). Otras técnicas son la pistola génica, la electro-
poracion, los ultrasonidos y la administracién hidrodinamica. El problema que presenta la pistola génica es
la poca cantidad de DNA que se puede depositar sobre las particulas de oro que utiliza la pistola y la dificul-
tad para controlar de forma precisa la administracidon en un tejido concreto. En cuanto a la electroporacion,
se puede usar en piel y musculos (Magin-Lachmann et al., 2004), que son facilmente accesibles para la colo-
cacion de los electrodos, o en érganos internos, con el inconveniente de que es necesaria una intervencién
quirargica y que la aplicacién de alto voltaje provoca un dafo irreversible en el tejido (Durieux et al., 2004),
(Gissel and Clausen, 2001). La transferencia génica por ultrasonidos no es tan invasiva, pues el DNA entra en
la célula por difusién simple a través de los poros creados en la membrana por los ultrasonidos (Kim et al.,
1996), (Koch et al., 2000), pero su eficiencia es muy baja. En cambio, la administracion hidrodinamica es
altamente eficiente para la transfeccion de 6rganos altamente perfundidos como el higado (Liu et al., 1999),

(Zhang et al., 2004).

También se pueden usar poliplexos para la condensacidén del DNA en pequefias particulas que facili-
tar la endocitosis del mismo por parte de las células, interaccionando la carga positiva de la particula con los
sitios anidnicos de la superficie celular. El polimero catiénico mas estudiado y utilizado es la polietilenimina
(PEI), que puede presentarse en forma ramificada o lineal y con diferentes pesos moleculares. El principal

problema de los polimeros catidnicos es su citotoxicidad (Fischer et al., 2003).

Por otra parte, se han desarrollado numerosos lipidos catidnicos capaces de unirse al DNA e intro-
ducirlo en las células (Imaoka et al., 1998). A menudo, se usa colesterol o un fosfolipido no cargado que
actie como lipido helper para la formacién de los liposomas. Al mezclar el DNA con estos liposomas se for-
man lo lipoplexos, que facilitan la entrada del DNA a la célula protegiéndolo de la accidén de las nucleasas
(Paxinos and B.J.). Sin embargo, al igual que ocurre con los poliplexos, los lipoplexos también son téxicos y
provocan una respuesta inflamatoria en los animales tratados con ellos. En parte, esta respuesta se debe a

la inmunogenicidad de las islas CpG, que se ve aumentada con el uso de lipidos catidnicos (Yew et al., 1999).

3.2. VECTORES ADENOASOCIADOS

Los virus adenoasociados (AAVs) pertenecen al género Dependovirus dentro de la familia Parvovi-
ridae. Son virus sin envoltura y con un genoma muy simple de 4,7kb, constituido por una secuencia de DNA
monocatenario (Mayor et al., 1969), (Rose et al., 1971), (Berns and Rose, 1970) con dos Unicos marcos de
lectura (Srivastava et al., 1983): rep, que codifica las proteinas responsables de la replicacion y la integracién

(Hermonat et al., 1984); y cap, que codifica las proteinas que forman la capside (Rose et al.,, 1971),



(Srivastava et al., 1983) (Figura 1.21). Ademas, el genoma de los AAVs se caracteriza por tener, en cada ex-
tremo, una repeticidn terminal invertida (ITR) de 145 nucledtidos (Koczot et al., 1973), (Fife et al., 1977),

(Lusby et al., 1981), (Srivastava et al., =©
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integracion en el genoma de la célula cpdifica las proteinas necesarias para la replicacién del virus, sintetizadas a partir
de marcos de lectura diferentes y por splicing alternativo. El gen Cap codifica las
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proteinas de la capside.

Los AAVs no provocan enfermedades en sus huéspedes y necesitan un virus helper, que puede ser
un adenovirus o un herpes virus, para poder replicarse (Casto et al., 1967), (Parks et al., 1967), (Lipps and
Mayor, 1980), (Buller et al., 1981). En ausencia de un helper, el genoma del AAV se integra en el de la célula
huésped y persiste como una infeccidn latente hasta que la célula es superinfectada con un helper (Berns et

al., 1975), (Cheung et al., 1980).

La sencillez de su genoma, su amplio tropismo, la capacidad de infectar tanto células en divisidn
como células quiescentes y su baja inmunogenicidad en estudios preclinicos, hacen que sean una herra-
mienta muy atil para la transferencia génica. Asi, en 1996 se realizé el primer ensayo clinico con AAVs, en el
gue se tratd a un grupo de pacientes de fibrosis quistica con un AAV2 que expresaba el gen del CFTR (cystic

fibrosis transmembrane conductance regulator) (Flotte et al., 1996).

El principal problema de los AAVs para su uso en terapia génica es que su produccién a gran escala
no es facil, ya que actualmente se producen realizando una triple transfeccidn con: el transgén en el vector
con las ITRs, un segundo plasmido que exprese los genes rep y cap, y un tercero con los genes del adenovi-
rus para que actien como helper (Xiao et al., 1998). Algunas de las estrategias que se han probado para el
escalado de la produccion de AAVs son la coinfeccidon de un adenovirus que exprese los genes rep/cap junto
con otro que exprese el transgén entre las ITRs del AAV (Zhang et al., 2001), o bien la infeccidn de lineas
célulares que expresen de forma estable los genes rep/cap, con un adenovirus que exprese el transgén en-
tre las ITRs (Chadeuf et al., 2000), (Liu et al., 2000), (Gao et al., 2002). El inconveniente de estas estrategias
es la presencia de capsides de adenovirus en las preparaciones. También se ha probado la infeccion de célu-

las de insecto con baculovirus (Urabe et al., 2002), (Kohlbrenner et al., 2005), (Meghrous et al., 2005).



3.2.1. INMUNIDAD Y AAVs

En el primer ensayo clinico con AAVs en 1996 descubrieron que, en individuos que presentaban an-
ticuerpos contra el AAV2 previamente a la administracion del vector, se producia un aumento en la cantidad
de estos anticuerpos de hasta 4 veces (Flotte et al., 2003). Asimismo, en otro estudio en el que utilizaban un
AAV2 con el gen del factor IX en higado para tratar la hemofiliaB, también se observaba un aumento en los
anticuerpos anti-AAV2 y una activacién de las células T que provocaba la destruccién de los hepatocitos
transducidos (Manno et al., 2006) Esto se debe a que infecciones previas con AAVs provocan la generacion
de células T de memoria que reconocen la capside del AAV y que se activan frente a una nueva exposicion,
elevando la produccidn de anticuerpos contra el mismo por parte de las células B (Mingozzi et al., 2007). En
humanos, se ha demostrado una inmunidad preexistente para la mayoria de serotipos empleados en tera-

pia génica, especialmente AAV2 (72%) y AAV1 (67%) (Boutin et al., 2010)

Una solucién es el uso de inmunosupresores, para bloquear bien la funcién de las células T
(Adriouch et al., 2011), las células B (Sack et al., 2012) o bien la del proteasoma (Finn et al., 2010), (Karman
et al.,, 2012). También se pueden modificar los epitopos inmunogénicos de la capside del vector
(Moskalenko et al., 2000), (Huttner et al., 2003), (Zhong et al., 2008), por mutagénesis dirigida (Wobus et al.,
2000), (Lochrie et al., 2006), (Maheshri et al., 2006), (Koerber et al., 2009), (Gabriel et al., 2013), (Sen et al.,
2013), mediante la insercién de péptidos o bien mediante la conjugacion con PEG (Lee et al., 2005), (Le et

al., 2005).

3.2.2. SEROTIPOS DE AAVS Y TROPISMO

Se define como un nuevo serotipo aquél virus que no reacciona en presencia de suero neutralizante
especifico para cualquiera de los otros serotipos (Wu et al., 2006). Los diferentes serotipos de AAVs conoci-
dos hasta ahora presentan diferencias en su comportamiento, como su tropismo, capacidad de atravesar la

barrera hematoencefdlica y su inmunogenicidad.

El primer serotipo en ser clonado fue el AAV2 (Samulski et al., 1982) y, por tanto, es el mas estudia-
do, pero cada vez se dispone de mas informacidn acerca del resto de serotipos de AAVs, que han demostra-
do ser mas eficaces que el AAV2 para la transferencia génica en determinados tejidos (Zincarelli et al.,
2008), (Boutin et al., 2010). De manera que, en investigacion, a menudo se emplean vectores con el genoma

de AAV2 pero pseudotipados con las capsides de otros serotipos (Craig et al., 2009).

Para la transferencia génica en higado, tanto en modelos caninos (Wang et al., 2005a), (Sarkar et al.,
2006) como en primates (Nathwani et al., 2006), (Gao et al., 2006), (Nathwani et al.) el serotipo AAV8 ha
demostrado una buena eficiencia. Una de las ventajas que presenta el uso de AAV8 es que es uno de los

serotipos con una menor prevalencia de anticuerpos neutralizantes en humanos (Calcedo et al., 2009),



(Boutin et al., 2010), (Li et al., 2012). Este serotipo también se ha empleado para la transferencia génica por
administraciéon subretinal en modelos caninos (Stieger et al., 2008) y ha demostrado ser mas eficiente que el
AAV2 (Vandenberghe et al., 2011), con el que en 2009 se realizd un importante estudio clinico en pacientes
con la amaurosis congénita de Leber. Los pacientes conseguian una notable mejora de la funcién de la reti-
na, recuperando parte de su capacidad visual (Maguire et al., 2009). Los serotipos AAV1, AAV5 y AAV4 pre-
sentan una eficiencia similar a las del AAV2 para la transferencia subretinal (Acland et al., 2005), (Le Meur et

al., 2007).

Por otra parte, para transducir musculo cardiaco o esquelético se ha demostrado una mayor eficien-
cia de AAV1 (Kawase et al., 2008), (Hadri et al., 2010), (Hajjar et al., 2008), (Qiao et al., 2009), (Toromanoff
et al., 2008), (Toromanoff et al., 2010) y AAV6 (Raake et al., 2008), (Bish et al., 2011), (White et al., 2011),
(Kota et al., 2009), (Wang et al., 2007), asi como AAV9 (Pacak et al., 2006), (Pleger et al., 2011), aunque en
menor medida (Gao et al., 2011). AAV1 y AAV6 también transducen eficientemente el pulmén (Flotte et al.,

2010), (Halbert et al., 2010).

En cuanto a la transferencia génica en CNS, los serotipos con una mayor eficiencia son AAV5 (Dodiya
et al., 2010), (Colle et al., 2010), (Markakis et al., 2010), AAV9 (Foust et al., 2009), (Gray et al., 2011), (Bevan
et al., 2011) y AAVrh10 (Sondhi et al., 2007), (Zhang et al., 2011a).

3.2.3. USO DE AAVS PARA TERAPIA GENICA EN CNS

La transferencia génica en CNS se puede llevar a cabo a través de dos estrategias diferentes. La pri-
mera consiste en la administracién directa a un area especifica del CNS, util en los casos en los que la en-
fermedad diana provoque una afectacién bien localizada en dicha area. Sin embargo, en algunos casos son
numerosas las zonas del CNS que se encuentran afectadas, para lo cual es necesaria una estrategia mas
general, como es la administracién al liquido cefalorraquideo (CSF) o incluso la administracidn sistémica por
via intravenosa. En este caso, es necesario que el vector sea capaz de atravesar la BBB, y algunos serotipos
de AAVs como el AAV9 y el AAVrh10 han demostrado esta capacidad (Zhang et al., 2011a). Otros serotipos
como el AAV1, AAV6 y AAV7 también son capaces de transducir algunas dreas cerebrales tras una inyeccién
sistémica, pero ésta se observa principalmente en los plexos coroideos y los érganos circunventriculares, lo
gue parece indicar que la entrada de estos vectores al CNS se realiza a través de estas estructuras mas que a

través de la BBB (Zhang et al., 2011a).

En cuanto a la eficiencia de los diferentes serotipos para transducir neuronas, se han probado dife-
rentes promotores y cassettes de expresion en AAV2 para conseguir una expresién eficiente del transgén en
neuronas (Kugler et al., 2003), incluso se han empleado combinaciones de mutaciones de la capside para
aumentar su tropismo neuronal (Xu et al., 2005), pero el AAV2 ha demostrado una baja eficiencia de trans-

duccién de neuronas in vitro en comparacién con otro serotipos, como el AAV1, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8 y



AAV9 (Howard et al., 2008), (Royo et al., 2008). En ensayos in vivo, los serotipos mas eficientes son el AAV9
y AAVrh10 (Cearley and Wolfe, 2006), (Klein et al., 2008).



4. MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA AD

4.1. MODELOS NATURALES

En estudios bioquimicos como el analisis de expresion y procesamiento de APP, es frecuente el uso
de roedores no transgénicos, principalmente rata y raton (Sola et al., 1993), (Sarasa et al., 2000). Este tipo de
estudios ha permitido el descubrimiento de algunas de las funciones fisioldgicas de APP (Wang et al., 2005b),
(Anliker and Muller, 2006), (Koo, 2002), su papel en el desarrollo embrionario (Sarasa et al., 2000) y los efec-
tos de la acumulacién de AB (Gonzalo-Ruiz et al., 2003) o de la inyeccidén intracerebral del mismo (Gonzalo-
Ruiz et al., 2005). Sin embargo, la principal limitacidon de los modelos de ratén y rata es que la secuencia del
péptido AP en estos modelos es muy diferente al humano (Du et al., 2007) y, en este sentido, es preferible el
uso de cobayas o conejos, donde el procesamiento de APP y la secuencia de AP son idénticos a los humanos
(Beck et al., 2003), (Johnstone et al., 1991). Sin embargo, de forma natural ninguno de estos modelos desa-
rrolla una neuropatologia similar a la presente en la AD, excepto en el caso de los conejos alimentados con

una dieta rica en colesterol y cobre (Sparks and Schreurs, 2003).

Son pocas las especies animales que presentan, de forma natural, una patologia neuronal asociada a
la edad como la descrita en los pacientes de AD. Algunas de estas especies son los perros (Cummings et al.,
1996b), (Head et al., 2002), (Opii et al., 2008), los primates (Gearing et al., 1997), (Schultz et al., 2000),

(Lemere et al., 2008), y los cetaceos (Sarasa, 2006).

El uso de perros estd muy extendido en estudios neuroldgicos y de comportamiento, asi como en es-
tudios preclinicos de diferentes farmacos para la mejora de los déficits cognitivos asociados a la edad (Siwak
et al., 2000), (Milgram et al., 2002), (Siwak et al., 2005), (Landsberg, 2005), (Araujo et al., 2005), (Head,
2007). Los perros desarrollan, con la edad, problemas de aprendizaje y memoria (Head et al., 1995), (Siwak
et al., 2001), (Tapp et al., 2003) relacionados con la acumulacion de AB en cerebro (Cummings et al., 1996a),
(Head et al., 1998), (Head et al., 2000), (Pugliese et al., 2006), (Rofina et al., 2006). Ademas, como ocurre en
humanos, la patologia amiloide no es una consecuencia del envejecimiento normal, sino que se desarrolla en

determinados individuos y no en otros en funcién de ciertos factores genéticos y/o exdgenos que determi-

AR Figura 1.22. Patologia amiloide en perros. Con la
‘ edad, los perros pueden desarrollar un patologia
".\“"_",l) ) P amiloide similar a la observada en pacientes de AD.
X ’ % Asi, un perro pequinés de 13 afios (A) no presenta

. depdsitos AB, pero otro individuo de la misma raza si
W " ¢ presenta extensos depdsitos de A a los 20 afios (B, C).

B _c § £ '_3 , Figura adaptada de (Sarasa and Pesini).



nan la susceptibilidad del individuo a sufrir la enfermedad (Russell et al., 1992), (Wegiel et al., 1996). Sin
embargo, a pesar de presentar acumulacion de AP y placas difusas, asi como la hiperfosforilaciéon de tau
(Papaioannou et al., 2001), no se ha observado la formacion de placas neuriticas ni de ovillos neurofibrilares

en perros (Wisniewski et al., 1996), (Wegiel et al., 1998), (Pugliese et al., 2006) (Figura 1.22).

Algunos primates, en cambio, si que presentan una patologia de la proteina tau similar a la de la AD
(Gearing et al., 1997), (Schultz et al.) pero su alto coste, sus requerimientos nutricionales y espaciales, asi
como los problemas éticos relacionados con la investigaciéon con primates hacen que los roedores sigan
siendo la opcién mas frecuente en los laboratorios, y en el caso de la investigacion de la AD se hace necesa-

ria la creacién de modelos transgénicos.

4.2. MODELOS TRANSGENICOS

Existen numerosos modelos transgénicos que intentan reproducir las caracteristicas de la AD, pero
ninguno consigue mimetizar todas las anormalidades cognitivas, de comportamiento, bioquimicas e histopa-
toldgicas observadas en los pacientes de AD. Algunos de ellos se basan en la sobreexpresién del gen de la
APP, otros sobreexpresan la proteina Tau humana WT o la mutada, otros, diferentes secretasas, especial-
mente la presenilina humana mutada. Dentro de los modelos APP, algunos sobreexpresan la APP enddgena,
mientras que otros expresan la APP humana, bien la forma WT o la mutada. La mutacidn mds habitual para
la APP es la “Swedish”, presente en familias suecas con FAD, pero también existen modelos con diferentes

mutaciones sintéticas de la APP (Figura 1.23).

Por otra parte, algunos modelos combinan dos o0 mds de estas mutaciones, aumentando las neuro-
patologias asociadas. Uno de estos modelos es el triple transgénico, que expresa los transgenes humanos
PS1m1a6v, APPswe ¥ Tau P3gq,. Se trata de un modelo que reproduce de forma muy cercana la patologia huma-

na asociada a la AD. A continuacion se describiran las caracteristicas que presenta este modelo.

4.2.1. MODELO 3xTgAD

Este modelo fue generado por Oddo et al. en 2003 en el laboratorio de Frank M. LaFerla mediante la
microinyeccion de los transgenes APPs,. Y Tau P3g;. en un embrion unicelular de un ratdon knockin de

PS]-M146V (Oddo et al., 2003b)

4.2.1.1. Marcadores Neuropatoldgicos
La caracterizacion neuropatoldgica que realiza el grupo de LaFerla del modelo 3xTgAD indica que se
trata del primer modelo transgénico que desarrolla tanto placas como ovillos neurofibrilares en zonas cere-

brales con relevancia en el desarrollo de la AD. El primer signo neuropatolégico que se puede observar en



este modelo es la acumulacion intraneuronal de AB, inicialmente en regiones neocorticales alrededor de los

3y 4 meses de edad y posteriormente en neuronas piramidales de la CAl, a los 6 meses de edad.

Los depdsitos extracelulares de AP también se producen en las etapas iniciales, previamente a la
aparicion de ovillos neurofibrilares. Asi, a los 6 meses de edad ya se puede observar placa difusa en el cortex
y a los 12 son ya evidentes los depdsitos de placas amiloides tanto en cdrtex como en hipocampo (Oddo et
al., 2003b), (Oddo et al., 2003a). En cuanto a la aparicidon de los ovillos neurofibrilares, no comienza hasta los

12 meses de edad del animal (Oddo et al., 2003b), (Oddo et al., 2003a).

Por otra parte, a los 6 meses de edad, los ratones 3xTgAD presentan disfuncién sinaptica y un LTP hi-
pocampal reducido, y, debido a que a esa edad el Unico marcador neuropatolégico presente es la acumula-
ciéon AP intraneuronal, Oddo et al. atribuyeron a dicha acumulacién las alteraciones sinapticas y del LTP de
este modelo. Consiguieron demostrar esta idea al observar que en un modelo 2xTgAD en el que no se intro-
duce el gen APPSwe, como era de esperar no existe acumulaciéon intraneuronal de AB, y tampoco se observa

una alteracién en el LTP hipocampal (Oddo et al., 2003a).

4.2.1.2. Caracteristicas Conductuales

Como ocurre en pacientes de AD, los ratones 3xTgAD no sélo sufren problemas de memoria, sino
que también presentan alteraciones de la conducta en otros aspectos, como cambios en los ritmos circadia-
nos. Asi, los pacientes de AD tienden a presentar problemas de suefio durante la noche y son propensos a
dormir durante el dia (Ancoli-Israel et al., 1989). En el caso de los ratones, que son animales nocturnos, se
observa una situacion andloga, reduciéndose el ratio de actividad nocturna/diurna en ratones 3xTgAD en

comparacion con animales WT (Sterniczuk et al., 2010a).

También es habitual en pacientes de AD sintomas neuropsiquidtricos como la ansiedad y la depre-
sién. En los ratones 3xTgAD, se observa, asimismo, una mayor emocionalidad (agresividad, ansiedad)
(Gimenez-Llort et al., 2007) y se ha determinado, a través de pruebas como el Open Field, el Elevated Plus
Maze y el Passive Avoidance Tasks, que estos ratones presentan un mayor nivel de ansiedad, un umbral de
miedo menor y neofobia (Gimenez-Llort et al., 2007), (Sterniczuk et al., 2010b). Asi, en la prueba del Open
Field suelen pasar mas tiempo en el centro que los WT debido a un mayor periodo de “freezing” inicial, du-
rante el cual no presentan un comportamiento exploratorio (Sterniczuk et al., 2010b). Ademas, de forma
natural, los animales no transgénicos reducen su actividad horizontal en el Open Field con la edad. Esta re-
duccién es alin mds acusada en los ratones 3xTgAD (Gimenez-Llort et al., 2007), especialmente entre los 2,5
y los 6 meses, cuando tiene lugar el inicio de los primeros cambios neuropatoldgicos, como la acumulacion

intraneuronal de A.

La prueba por antonomasia para analizar los déficits de memoria en roedores es el Morris Water

Maze, en el que los animales 3xTgAD muestran una alteracidn en la capacidad de aprendizaje y de retencion



gue empeora con la edad de manera mas pronunciada que en la que lo hacen animales no transgénicos

(Gimenez-Llort et al., 2007).

4.2.1.3. Caracteristicas Neuroendocrinas

Giménez-Llort et al. también han analizado las diferencias que presentan los animales 3xTgAD en
comparacion a los animales WT en lo que respecta a su estado inmunoendocrino. Asi, encuentran que los
animales 3xTgAD, especialmente las hembras, presentan una menor tolerancia a la glucosa que las hembras
WT (Gimenez-Llort et al.), lo que se relaciona con los resultados de los estudios que demuestan que los pa-

cientes de AD presentan una mayor resistencia a la insulina.



II.OBJETIVOS







La enfermedad de Alzheimer (AD) es la principal causa de demencia y se caracteriza por un deterioro
progresivo de la memoria y de las capacidades cognitivas del paciente. Se trata de una enfermedad multifac-
torial y actualmente no existe un tratamiento satisfactorio de la misma.

Actualmente, muchos estudios apuntan a la relacidn entre diabetes y AD, debido a la alta proporcidn
de pacientes que presentan ambas enfermedades de forma simultanea y se ha demostrado la eficacia de la
insulina en mejorar la memoria tanto en personas sanas como en pacientes de AD, asi como el papel neuro-
tréfico de la insulina, IGF1 y GLP1.

Asi pues, nos planteamos estudiar esta relacion entre ambas enfermedades en el modelo 3xTgAD.
Para ello, disefiamos los siguientes objetivos:

1. Analizar en nuestro modelo los niveles de expresion de diferentes elementos de la via de senali-
zacion de la insulina, como los receptores de Insulina, IGF1 y GLP1, asi como el sustrato del re-
ceptor de la insulina (IRS-2) y relacionarlos con el estado histopatoldgico del animal en diferentes
momentos de la enfermedad.

2. Disefiar un shRNA eficiente para el silenciamiento de la via de la insulina y probar su efecto en el
desarrollo de la histopatologia de la AD en el modelo murino 3xTgAD.

3. Generar vectores virales con los genes terapéuticos y analizar los efectos de la sobreexpresion
de los genes diana sobre la memoria y otros sintomas neuropsiquiatricos y neuroldgicos de la
demencia en el modelo 3xTgAD.






III.RESULTADOQOS







1. CARACTERIZACION A NIVEL MOLECULAR DE LA VIA DE LA IN-
SULINA EN EL MODELO 3xTgAD

1.1.Estudio de los niveles de IR, IGF1R, GLP1R e IRS2 en el modelo 3xTgAD y animales WT

de 6 meses.

Diferentes estudios han demostrado una alteracidn en la cantidad y distribucion de IR e IGF-1R en
cerebros de pacientes de AD (Frolich et al.), (Moloney et al.), al compararlos con pacientes sanos. Esta alte-
racion correlaciona con el grado de afectacidon del paciente, pero no se sabe si es una de las causas del avan-

ce de la enfermedad, o se trata de una consecuencia de todo el proceso neurodegenerativo.

De manera que, para comenzar el estudio de caracterizaciéon del modelo 3xTgAD, se analizaron los
niveles de IR, IGF-1R, GLP-1R e IRS-2 a 6 meses. A esta edad, los animales 3xTgAD aun no presentan depdsi-
tos de placas amiloides, por lo que se corresponderia con la etapa de AD prodromal, en la que aln no existen
sintomas significativos. Asi se buscaba evitar el efecto de los procesos neurodegenerativos sobre la expre-

siéon de los receptores analizados.

Debido a que los estudios realizados en pacientes indican no sélo una alteracién en la cantidad de IR
e IGF1R, sino también un cambio en su distribucidn entre las distintas dreas cerebrales, para nuestro analisis
diseccionamos el cerebro de los ratones en 7 areas diferentes: bulbo olfatorio, cértex prefrontal, cértex mo-
tor, cortex entorrino, cerebelo, hipocampo e hipotalamo, utilizando la parte correspondiente a uno de los

hemisferios y guardando la otra para estudios posteriores.

De las cuatro proteinas analizadas, IR es la que mantiene unos niveles més estables entre las diferen-
tes dreas, y no se observan diferencias significativas al comparar muestras de animales 3xTgAD con muestras
de animales WT (Figura 3.1). En cambio, los niveles de IGF-1R en muestras de animales 3xTgAD se reducen
significativamente en cerebelo, mientras que parecen tener una tendencia a aumentar en hipotalamo, aun-
gue sin significacidn estadistica. Esta reduccién de IGF-1R en cerebelo se correlaciona una bajada similar de
los niveles de IRS-2 en la misma zona en los animales 3xTgAD en comparacion con animales WT. En cuanto a
los niveles de GLP-1R, bajan en hipocampo e hipotdlamo de animales 3xTgAD, pero, debido a la alta variabi-

lidad entre individuos, estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Por tanto, de estos resultados se puede extraer que en la etapa prodromal del modelo 3xTgAD no se
observa una alteracion importante en los niveles de IR, IGF-1R, GLP-1R e IRS-2 que pueda actuar como deto-
nante en el desarrollo de los sintomas de la AD. No obstante, si que se puede observar una incipiente altera-

cion de los niveles de algunos receptores, que comienza especialmente en cerebelo.
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Figura 3.23. Reduccion en los niveles de IGF-1R e IRS-2 en el cerebelo de animales 3xTgAD de 6 meses. Western-
blot de IR, IGF-1R, GLP-1R, IRS-2 y Actina como proteina de referencia, de diferentes areas de cerebro de
animales 3xTgAD (n=11) y WT (n=10) de 6 meses de edad. En los graficos se representa la proporcién entre los
niveles de las diferentes proteinas analizadas, normalizados respecto a los niveles de la actina, encontrados en
los animales 3xTgAD y los de los animales WT (representados como una proporcion de 1). Las unicas diferencias
significativas se encuentran en cerebelo (T-student, * p<0,05, ** p<0,01). A modo de ejemplo, se muestran
algunos de los westerns realizados.




Asi pues, el siguiente paso era analizar los niveles de estos receptores a edades mas avanzadas. Ya
gue los datos mas concluyentes de estudios similares realizados en pacientes de AD se obtienen al analizar
los niveles de expresidon a nivel de mRNA, se analizaron los niveles de mRNA de IR, IGF-1R, GLP-1R e IRS-2 por

PCR cuantitativa.

1.2. Estudio de los niveles de expresion de los receptores a nivel de mRNA en animales

3xTgADy WT a 6, 9y 12 meses.

Se utilizaron muestras de los mismos animales WT y 3xTgAD de 6 meses empleados en el apartado
anterior, recuperando la seccion del otro hemisferio que habiamos reservado. Ademas, para determinar si
existe una correlacidon entre los niveles de expresién y el avance de la enfermedad, se emplearon animales
3xTgAD de 9y 12 meses, y sus correspondientes controles WT de la misma edad. A los 12 meses de edad, el
modelo 3xTgAD ya presenta depdsitos amiloides en cortex e hipocampo (Oddo et al., 2003b), (Oddo et al.,
2003a) vy los déficits cognitivos son también evidentes, por lo que es un punto representativo de un estado
en el que tanto la patologia neurohistolégica como sintomatoldgica ya estd bien establecida. Las muestras
de animales de 9 meses se toman como un punto intermedio entre la etapa prodromal y la etapa patoldgica,

y es un momento en el que puede haber placa difusa y algunos sintomas de déficits cognitivos.

Con los animales de 9 y 12 meses, procedimos de igual forma que con los de 6 meses, diseccionamos
el cerebro en las mismas 7 areas y utilizamos la parte de uno de los hemisferios de cada una, conservando la

seccion del otro hemisferio para futuros andlisis.

Asi pues, llevamos a cabo la extraccién de mRNA de las distintas muestras, seguida de una retro-
transcripcion para sintetizar el DNA copia (cDNA) que nos sirvido de molde para realizar una PCR cuantitativa.
Cada gen se analizd en PCRs independientes, incluyendo una PCR adicional para analizar la expresién de la
actina como referencia. Esto nos permitié observar que, para un determinado gen, el valor de Cq, normali-
zados respecto a la Cq de la actina, varia con la edad del animal (Figura 3.2). Esto ocurre tanto en animales
3xTgAD como en animales WT. Para analizar la evolucién temporal en cada grupo de muestras, tomamos
como referencia el punto de 6 meses y calculamos la proporcién del cambio en la expresién a 9 y 12 meses

respecto a este valor. Estos valores se representan en los graficos de la figura 3.2.

Las diferencias mas significativas indican que la expresidn de los genes estudiados tiende a aumentar
con la edad en algunas de las areas, y este aumento es ligeramente mayor en los animales 3xTgAD que en los
animales WT. La excepcidn en este perfil general la encontramos en hipotdlamo, donde la expresién de IR,
IGF-1R y GLP-1R desciende en los animales WT con la edad, mientras que en los animales 3xTgAD se mantie-

ne constante.
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Figura 3.2. La expresion de IR, IGF-1R, GLP-1R e IRS-2 cambia con la edad en diferentes areas cerebrales en animales 3xTgAD y WT.
PCR cuantitativa delR, IGF-1R, GLP-1R e IRS-2 de diferentes areas de cerebro de animales WT de 6 (n=4), 9 (n=6) y 12 meses (n=7), y
3xTgAD de las mismas edades (n=4, n=7 y n=7 respectivamente). En los graficos se representa la ratio entre la expresidon del gen
diana a 9y 12 meses y la expresidon encontrada a 6 meses de edad (representada como una ratio de 1), Existen diferencias significati-
vas en diferentes areas (ANOVA de una via, t, T: p<0,05 respecto a la edad inmediatamente anterior o respecto a 6 meses respecti-
vamente, tt, TT: p<0,01, ttt, TTT: p<0,001, tttt, TTTT: p<0,0001). Todos los valores estan normalizados respecto a la expresion de la
actina en la misma drea. En las tablas se anotan los valores normalizados de Cq en cada caso, expresados como el valor de la media +

la desviacion estandar.




También se puede observar que el cambio en la expresion se produce entre los 6 y los 9 meses, ya
qgue las diferencias entre los niveles encontrados a 9 y a 12 no son tan significativas y el incremento en los
niveles de expresidn es mas acusado en el caso del IRS-2. Ademas, curiosamente, en las dreas implicadas en
el procesamiento de la memoria y el comportamiento (hipocampo y cortex prefrontal) la expresion no expe-

rimenta el incremento que se observa en el resto de areas analizadas.

Por otra parte, al comparar para cada edad la expresion de cada gen de los animales 3xTgAD con la
de los animales WT, las diferencias son menores que por el efecto de la edad, pero el patrdon es similar (Figu-
ra 3.3). Asi, por ejemplo, en el caso del hipotalamo, donde se observa un descenso en la expresion de IGF-1R
entre los 6 y los 9 meses de edad en los animales WT, en los 3xTgAD, no se produce este cambio. En cambio,
al comparar la expresion entre animales 3xTgAD y WT para cada edad, se comprueba que a 6 meses no exis-
ten diferencias significativas para la expresiéon de IGF-1R, y a 9 meses la expresién es mayor en los animales
3xTgAD en comparacién con la de los WT. Asimismo, todas las diferencias estadisticamente significativas que

encontramos entre los niveles de expresion de 3xTgAD y WT corresponden a la edad de 9 meses.

Un caso particular es el de GLP-1R, cuyos niveles de expresidon se encuentran en nuestro limite de
deteccidn y, por tanto, es dificil calcular los cambios con exactitud, pero si que se observa que el hipotdlamo
es la zona donde mas se expresa y que existe una tendencia, que se mantiene en las otras areas analizadas, a

aumentar su expresidon en animales 3xTgAD de 9 meses.

Todo ello nos hizo pensar que quiza la expresidn de estos genes se incrementa como un mecanismo
de compensacion y que éste se desencadena entre los 6 y los 9 meses de los animales 3xTgAD. Ahora bien,
las causas que pueden desencadenar este mecanismo de compensacién pueden ser muy diversas. Asi, DeFe-
lice et al. publicaron en 2009 un estudio en el que demostraban que los ADDLs inducen la internalizacién de
los IRs desde la superficie de la membrana neuronal. Adema3s, Xie et al. habian demostrado en 2002 que los
ADDLs compiten con la insulina por su unién al IR. Es decir, la acumulacidon de ADDLs a 9 meses podria pro-
vocar tanto una reduccién en la cantidad de receptores disponibles en las membranas de las neuronas como
una reduccién en la activacidén de los receptores que quedan, al impedir la unién de la insulina. Para com-
probar esto, nos propusimos estudiar los niveles de IGF-1R a nivel proteico y su fosforilacion (activacién) en

las muestras de animales de 9 y 12 meses.
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1.3.Estudio de los niveles de IGF-1R total y activado (fosforilado) a 9 y 12 meses de anima-

les 3xTgAD y WT.

Con el objetivo de comprobar nuestra hipdtesis de que el aumento en la expresion de IGF-1R a nivel
de mRNA es una respuesta compensatoria a una reduccion del IGF-1R a nivel proteico, o bien a una reduc-
cién en su activacién, o a una suma de las dos causas, se analizaron los niveles de IGF-1R total y fosforilado
(activado) en las muestras de 9 y 12 meses de animales 3xTgAD y WT. En este caso se descarta analizar las
muestras a 6 meses, puesto que en el primer experimento ya no observamos cambios significativos en los

niveles de IGF-1R total excepto en el cerebelo.

Asi, observamos que los niveles de IGF-1R fosforilado (normalizado respecto a la actina), se encuen-
tran reducidos en casi todas las areas de cerebro de los animales 3xTgAD al compararlas con los niveles en
animales WT, excepto en cértex entorrino, donde los niveles aumentan en animales 3xTgAD (Figura 3.4). La
reduccion en IGF-1R fosforilado es especialmente significativa en cerebelo, mientras que en el resto de areas

la elevada variabilidad hace que los resultados no sean estadisticamente significativos.

A continuacidn, para determinar si esta reduccién en los niveles de IGF-1R fosforilado se debe a una
reduccién general en los niveles de IGF-1R total, o a una reduccién especifica de su activacidn, se llevé a ca-
bo un stripping para deshibridar el anticuerpo y se realizé la inmunodeteccién del IGF-1R total. Esto nos
permitié comprobar que, a 9 y 12 meses de edad, los niveles de IGF-1R total se reducen significativamente
en los animales 3xTgAD en comparacién con los niveles del mismo en los animales WT, especialmente en
hipocampo, hipotdlamo y cértex motor. Ademas, también existen diferencias en funcién de la edad en estas
zonas, de manera que en hipocampo y cortex motor la afectacion es mayor a 12 meses, mientras que en
hipotalamo, las mayores diferencias se encuentran a 9 meses. Por otra parte, al igual que a nivel de mRNA
encontrdbamos que en cortex entorrino y cerebelo los animales 3xTgAD presentan un aumento en la expre-

sién de IGF-1R, ocurre lo mismo a nivel de proteina.

Es decir, en animales 3xTgAD de 12 meses de edad, la expresién de IGF-1R a nivel de mRNA en hipo-
campo es similar a la de animales WT (Figura 3.3), pero los niveles de IGF-1R total se encuentran significati-
vamente reducidos (Figura 3.4. a). Ademas, a pesar de que la proporcion de IGF-1R que se encuentra fosfori-
lada, dentro de los niveles totales, aumenta en los animales 3xTgAD (Figura 3.4. b), esto no es suficiente
como para normalizar la cantidad global de IGF-1R fosforilado respecto a los niveles de los animales WT. Asi,
en hipocampo y coértex prefrontal se observa una reduccién de casi el 50% en los niveles de IGF1R fosforilado
en los animales 3xTgAD de nueve meses en comparacidon con los WT que se mantiene a 12 meses. Aunque
estas diferencias no son estadisticamente significativas, a nivel fisioldgico, una reduccién de entre el 30 y el

50% puede tener consecuencias en el funcionamiento general del cerebro (Figura 3.4. c).
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A la vista de estos resultados, nos planteamos estudiar el efecto de modificar de forma exdgena la
expresion de IGF-1R en el hipocampo de los animales 3xTgAD. Por una parte, nos interesaba comprobar el
efecto sobre el inicio de la enfermedad cuando se silencia la expresién de IGF-1R e IR mediante el uso de
RNA de interferencia, para determinar si un defecto en la sefializacion de la via Insulina/IGF-1 puede estar
implicada en el desarrollo de la patologia de la AD. Por otra parte, nos planteamos si seria posible, sobreex-
presando IGF-1R en hipocampo mediante el uso de vectores de terapia génica, restaurar los niveles del mis-
mo a nivel proteico con el fin de potenciar la via y generar un efecto beneficioso en el funcionamiento del

hipocampo que consiga luchar contra los procesos degenerativos asociados a la patologia de la AD.

Es necesario sefialar que, si bien todos los estudios preliminares para la caracterizacion molecular del
modelo 3xTgAD se han llevado a cabo en muestras de animales machos para descartar la posible influencia
del ciclo hormonal en los cambios de expresion génica, la AD es una enfermedad que presenta una mayor
incidencia en mujeres que en hombres y por tanto creemos que es importante incluir las hembras en los
estudios de desarrollo de farmacos para la AD. Asi pues, desarrollamos una estrategia en la que se conduje-
ron dos estudios idénticos en paralelo, uno con machos, y otro con hembras. Ademas, debido a la importan-
cia del cértex prefrontal en el control del comportamiento, y que la activacién del IGF-1R también se encuen-

tra reducida en los animales 3xTgAD, decidimos que también seria interesante actuar sobre esta zona.

TExperlmento de silenciamiento

&&&

2 inyecciones en hlpocampo (una en cada hemlsferlo)

| ! |

AAV2/rh10-shScramble AAV2/rh10-shScramble AAV2/rh10-shIGF1R

wr | 3xTgAD |

’ Experimento de sobreexpresion
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2 inyecciones en hlpocampo (una en cada hemlsferlo) y 2 en cortex prefrontal

V ! V )

AAV2/rh10-Null AAV2/rh10-Null AAV2/rh10-IGF1R AAV2/rh10-GLP1R

wr 3xTgAD |

Figura 3.5. Estrategias de las intervenciones in vivo llevadas a cabo en esta tesis.

Finalmente, para completar la estrategia de nuestro estudio, decidimos afiadir un vector que sobre-

expresara GLP-1R. Como hemos podido comprobar, los niveles de expresiéon de GLP-1R son muy bajos en



nuestro modelo, lo que hace que el efecto de la sobreexpresidn sea, a priori, mas facil de detectar, sin la
interferencia del GLP-1R enddgeno, y es posible que el efecto sea mas claro. Se ilustra un resumen de las dos

estrategias en la figura 3.5.

1.4. Caracterizacion histologica de los cerebros de los animales 3xTgAD.

Por ultimo, y para ayudarnos a establecer cudl era la etapa, dentro de la patologia de la AD, mas
apropiada para intervenir en los animales 3xTgAD, nos interesaba comprobar si existia alguna correlaciéon
entre los cambios en los niveles de IGF-1R y la histopatologia del cerebro para cada edad. Para ello, em-
pleamos animales (machos y hembras) WT y 3xTgAD de 4, 6, 9 y 12 meses. Los animales fueron sacrificados
por decapitacidn y los cerebros se fijaron en paraformaldehido 4% durante un minimo de 5 dias. A continua-
cidn, los cerebros se incluyeron en bloques de OCT vy se realizaron cortes en criotomo de 20um de espesor y

se llevd a cabo la inmunohistoquimica con el anticuerpo 6E10 para la deteccidn del péptido AB (Figura 3.6).

Asi, pudimos observar que los animales WT presentan, a partir de los 6 meses de edad, cierta acu-
mulacidn intraneuronal de AR que aumenta hasta los 12 meses, pero no se observan depdsitos extracelula-
res. En cambio, los animales 3xTgAD ya presentan acumulacidn significativa de AP intraneuronal a los 4 me-
ses de edad, que aumenta a los 6. Entre los 6 y los 9 meses de edad, esta sefial parece disminuir ligeramente
y a los 12 meses la acumulacién del AR cambia de una localizacién intraneuronal a una localizacién extracelu-
lar, apareciendo depdsitos de placas amiloides. Por otra parte, los depdsitos son mucho mas abundantes y
de mayor tamafio en las hembras que en los machos. Es decir, la maxima acumulacién de A intraneuronal
tiene lugar a los 6 meses de edad de los animales 3xTgAD, por lo que podria ser una de las causas que provo-

can los cambios en la expresidn génica que se observan entre los 6 y los 9 meses.

Por otra parte, también analizamos la histopatologia de los animales relativa a la proteina tau (Figura
3.7). Para ello, empleamos el anticuerpo AT180, que reconoce la proteina Tau hiperfosforilada en su epitopo
Thr231-fosforilado, asi como los ovillos neurofibrilares. Lo que observamos fue que sélo se observa una
acumulacién importante de tau fosforilada a los 12 meses de edad de los machos y hembras 3xTgAD. En los
animales WT, aunque se detecta cierta acumulacion de tau fosforilada a los 12 meses, es mucho menos evi-

dente que en los animales 3xTgAD.

A la vista de estos resultados, decidimos que, para el experimento del silenciamiento, la edad mas
apropiada para ver un efecto son los 4 meses de edad, por lo que se deberian inyectar los vectores virales a
los 2 meses. En cuanto al experimento de sobreexpresion, se deberia comenzar a los 4-5 meses, antes del
aumento en la acumulacién de la AB intraneuronal y decidimos esperar hasta los 12 meses, para comprobar

si el tratamiento tiene un efecto en la deposicién de placas amiloides.
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Figura 3.625. Acumulacién progresiva de AP con la edad en el modelo 3xTgAD. Cortes sagitales de cerebro
de machos WT y 3xTgAD (a) y hembras WT y 3xTgAD (b), de 12, 9, 6 y 4 meses de edad, hibridados con un an-
ticuerpo anti-AB (6E10) y un anticuerpo secundario anti-mouse Alexa-Fluor (rojo). Fotografias de la CA1 de hi-
pocampo, objetivo 20x.
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Figura 3.726. Acumulacién de proteina tau fosforilada en los animales 3xTgAD a los 12 meses de edad. Cortes
sagitales de cerebro de machos WT y 3xTgAD (a) y hembras WT y 3xTgAD (b), de 12, 9 y 6 de edad, hibridados
con un anticuerpo anti-Tau humana fosforilada (AT180) y un anticuerpo secundario anti-mouse Alexa-Fluor (rojo).

Fotografias del cortex, objetivo 20x.



2. GENERACION DE VECTORES DE TERAPIA GENICA

2.1.Diseino y clonaje de shRNAs

Disefiamos 3 posibles shRNAs para silenciar la expresidon del IGF-1R (Figura 3.8). La secuencia general
de los mismos se basa siempre en una estructura basica, compuesta por una diana BamHI en el extremo 5’,
seguida de una Guanina y dos nucledtidos aleatorios mds; a continuacién va una secuencia de unos 20 nu-
cledtidos, complementaria a una zona de la secuencia del IGF-1R, susceptible de ser procesada por el com-
plejo RISC (antisentido); le sigue una estructura de lazo o loop, una secuencia igual a la del gen del IGF-1R
(sentido), que hibridara con la antisentido para formar la horquilla; y finalmente la estructura acaba con una

adicién de dos nucledtidos aleatorios, una secuencia de cinco Timidinas y dos Guaninas, y una diana Agel.

shIGF1R-1 Up

P5’-GATCCGTTGCCCATGTGTGAGAAGACCTGTCAAGAGATGGTCTTCTCACACATGGGCTGTTTTTGGA-3’
BamHlI antisentido loop sentido Agel

shIGF1R-1 Down

P5’-CCGGTCCAAAAATAGCCCATGTGTGAGAAGACCATCTCTTCACAGGTCTTCTCACACATGGGCAACG-3’
Agel antisentido loop sentido BamHI

shIGF1R-2 Up

P5’-GATCCGATATGCCAACAAGTTCGTCCATCTCAAGAGCGTGGACGAACTTGTTGGCATCATTTTTGGA-3’
BamHlI antisentido loop sentido Agel

shIGF1R-2 Down

P5’-CCGGTCCAAAAATGATGCCAACAAGTTCGTCCACGCTCTTGAGATGGACGAACTTGTTGGCATATCG-3’
Agel antisentido loop sentido BamHlI

shIGF1R-3 Up

P5’-GATCCGATTGATATTGTAGGTGTCAGCAGTCAAGAGCTGCTGACACCTACAATATCAATTTTTTGGA-3’
BamHI antisentido loop sentido Agel

shIGF1R-3 Down

Figura 3.8. Secuencias de los shRNAs empleados en esta tesis.

Siguiendo este esquema, disefiamos tres shRNAs, cambiando Unicamente la secuencia sentido y an-

tisentido en cada uno. Las secuencias de los shiIGF1R-1 y 2 se extrajo de las publicaciones de (Shu et al.) y



(Wang et al.) respectivamente. Por otra parte, debido a que los trabajos de Wang et al. se basan en células
humanas y los nuestros en raton, para el disefio del shIGF1R-2 se extrajo de la secuencia de ratén homdloga
a la secuencia humana empleada por ellos. El tercero se disefié empleando las herramientas disponibles en
la web para el disefio de siRNA. El funcionamiento de estas pdgina se basa en diferentes algoritmos que eva-
Idan la secuencia génica en busqueda de secuencias susceptibles de ser procesadas por los mecanismo de

silenciamiento por RNA de interferencia.

Debemos mencionar también que, puesto que el sShRNA se clonara en un plasmido de expresién, se
debe disefiar, asimismo, la cadena complementaria a la anterior (Up y Down, respectivamente). Por otra
parte, para facilitar el clonaje, las dianas de los extremos se disefian con la estructura cohesiva propia del

enzima de restriccidn con el que cortara el vector (BamHI y Agel en este caso).
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13-rev 4612..459:

)

R

s

ot ot iy ok % : BamHI Agel
Promotor Lac 4116..4369 / / //
BamHI 4110.4115 | ™Sg, 4
Promotor H1 3916..4109 e

shRNA

ColE1 origin 2919..3601

BamHI Agel

o F1 ori 617..923
h' 1 /',.;"' M13 origin 600..1055
| LacZ | &

shRNA-SMD2-TR-GFP

5826 hp
Agel 4189..4194 1
ML y
)

ColE1 origin 2919..3601

Figura 3.9. Esquema de la estrategia de clonaje de los shRNAs en el cassette de expresion con las ITRs necesarias para
la produccidn de AAVs. Los shRNAs se disefiaron con una diana BamHI en su extremo 5’ y una diana Agel En el extremo 3’
para introducirlo en el vector de expresion en el sitio donde se codifica el promotro y gen del LacZ. Esto permite diferen-
cias las colonias positivas (blancas) de las negativas (azules).

Estas seis secuencias fueron sintetizadas por Invitrogen™ (Life Technologies), las parejas comple-
mentarias se hibridaron y a continuacion se ligaron con el vector de expresiéon pSMD2-GFP-LacZ (Figura 3.9).

Este plasmido ha sido disefiado en nuestro laboratorio especificamente para el clonaje de shRNAs y la poste-

rior produccidon de AAV que expresen dicho shRNA. El pSMD2-GFP-LacZ contiene las ITRs del AAV2 y un cas-
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sette de expresion que incluye un promotor H1, bajo cuyo control se clonara el shRNA a través de las dianas
BamHI y Agel. Entre estas dos dianas, el plasmido incluia un lacZ con un promotor propio, de manera que las
bacterias donde se exprese este plasmido mostrardn un color azul en un cultivo de LB-Agar. En cambio,
cuando el plasmido se digiera con BamHI y Agel y se haga ligar con el shRNA, las bacterias que contengan
dicho constructo seran blancas. El pSMD2-GFP-LacZ también contiene el gen de la proteina GFP, controlado

por el promotor RSV.

2.1.1. Estudio de la eficiencia de los shRNAs in vitro

Tras el clonaje de los tres shRNAs, se selecciond el mas eficiente en el silenciamiento del gen diana.
Para ello, realizamos una transfeccién en células 293QB con cada uno de los constructos clonados junto con
un vector que exprese el cDNA del gen diana (IGF-1R), en una proporcién 1:100 (cDNA:shRNA). Pasadas 72
horas tras la transfeccion, se recogieron las células y se llevé a cabo una extraccidon de RNA, el cual se retro-
transcribid para realizar una PCR cuantitativa en la que comprobamos que los shRNA-1 y 2 no afectaban sig-

nificativamente a la expresién del IGF-1R. En cambio, el shRNA-3 conseguia un silenciamiento de hasta el

60% (Figura 3.10).

Figura 3.1027. El shiGF1R-3 consigue
un silenciamiento génico del 60%. g,
b, Transfeccion de células 293QB con
los plasmidos shIGF1R-1/pSMD2-GFP
(1), shIGF1R-2/pSMD2-GFP (2) y
shIGF1R-3/pSMD2-GFP (3) junto con el
pldasmido pGV-IGF1R en una propor-
cién 1:100 (cDNA:shRNA). Fotografias
de las células transfectadas en campo
claro (a) y con fluorescencia (b). El
grado de transfeccion es del 50%
aproximadamente. ¢, Resultado de la
PCR cuantitativa de las células trans-
fectadas expresada como la ratio
entre los niveles de expresién de IGF-
1R de las células transfectadas y los de
células sin transfectar, normalizados
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2.2.Generacion de shRNA-AAVs

Una vez seleccionamos el shiIGF1R-3 como el shRNA mas eficiente, se llevd a cabo la produccion de
un AAV2/rh10 con dicho shRNA. Para ello, se realizd una triple transfeccidon en células 293AAV con el plasmi-
do shlGF1-3/SMD2-GFP juntamente con los plasmidos rep2cap10 y pXX6 (Figura3.11). A continuacion se
purificé el virus en gradiente de iodixanol y se obtuvo un titulo de 1,25x10" vg/mL.

7 629..60¢
F1 ori 7009..6703 M13-fwd 655.638
e i Rep2 1..1909 F10ri813..1119

Ty ColE1 origin 2337..3019

b ¢

”‘ rep2cap10

7335 bp PRXE

18690 bp

ColE1 origin 5485..4803

Cap rh10 1860..4076

Genes adenovirales 6991..1 3582'

Figura 3.1128. Plasmidos rep2cap10 y pxx6. El plasmido rep2cap10 contiene los genes necesarios para la replicacion del AAV2 y la
formacién de la capside del AAVrh10, y el plasmido pXX6, los genes del adenovirus helper. Estos dos plasmido se emplean, junto con
el vector de expresion portador del transgén o el shRNA en este caso, para realizar la triple transfeccidén que dara lugar a la produc-
cidn de vectores AAV2/rh10 con el shRNA.

2.3.Clonaje de los cDNAs de IGF1R y GLP1R en cassette AAV

Para el desarrollo de los vectores de terapia génica empleados en esta tesis doctoral, comenzamos
pidiendo las secuencias de los genes del IGF-1R y del GLP-1R a ImaGenes GmbH. Los genes nos llegaron clo-
nados en los vectores pCR-XL-TOPO y pBlueScript, respectivamente. A continuacién, clonamos el gen del
GLP-1R en el plasmido pCAG-WPRE, que contiene el promotor, el primer exdn y el primer intrén del gen de la
beta-actina de pollo (CAG, de chicken beta-actin) y las ITRs necesarias para el empaquetamiento del genoma
en las capsides del AAV2 (Figura 3.12 a). En cambio, el IGF-1R, se clond dentro del plasmido pGV, que contie-
ne el promotor del citomegalovirus (CMV). Este promotor no es tan potente como el CAG, que permite una
sobreexpresiéon mayor del transgén y, ademas, diversos estudios han demostrado un silenciamiento a largo
plazo del promotor CMV debido a la metilacién de sus secuencias reguladoras. Sin embargo, debido a que el
cDNA de IGF-1R es muy grande y el constructo CAG-IGF1R excederia con mucho las 4,7 Kb del genoma del
AAV?2, se sacrificé potencia en la expresidon del transgén del segundo constructo para permitir que fuera po-

sible la generacién del vector viral.
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Figura 3.29. g, Cloning del gen GLP-1R desde el vector comercial al plasmido de expresion con el promotro CAG y las
ITRs del AAV2. b, Cloning del gen IGF-1R desde el vector comercial al vector con el promotor CMV y las ITRs para la
produccion del virus adenoasociado




2.4.Generacion y caracterizacion de cDNA-AAVs

A continuacidn, generamos sendos vectores AAV2/rh10 con los plasmidos pCAG-GLP1R y pGV-IGF1R,
procediendo de la misma forma que lo hicimos para la generacion del vector AAV2/rh10-shiGF1R-3, con la
triple transfeccién y el gradiente de iodixanol. En este caso, obtuvimos un titulo de 7,9x10"" vg/mL para el
AAV2/rh10-IGF1Ry de 2,56x10" vg/mL en el caso del pCAG-GLP1R. Junto con estos dos vectores, también se
produjo un tercer vector control, portador de una secuencia no codificante, el vector AAV2/rh10-Null, del

que obtuvimos un titulo de 3,4x10" vg/mlL.

En el caso del pGV-IGF1R, la eficiencia de la produccién es mucho menor debido a que el tamario del
genoma del vector es de 5,7kb, 1kb mayor del tamafio 6ptimo. Esto puede hacer que el empaquetamiento

no sea tan eficiente y, por tanto, la produccién es menor.

Para asegurarnos de que, a pesar de estos problemas, los viriones producidos son efectivos en Ia
transduccién génica, realizamos una prueba in vitro de la eficiencia de ambos vectores para la sobreexpre-
sidn del transgén. Para ello, se llevaron a cabo dos condiciones de infeccidn (1X y 10X) de células 293QB para
cada producciéon. Como control, afiadimos una condicién en la que infectamos células 293QB con un virus
AAV2/rh10-GFP. Transcurridas 72 horas, llevamos a cabo una extraccion de mRNA de las células infectadas,
seguida de una PCR cuantitativa con primers especificos para la amplificaciéon de IGF-1R y GLP-1R. Asi, pudi-
mos observar que, si bien con la condicién 1X del pGV-IGF1R apenas conseguiamos ver una sobreexpresion
significativa, pero en la condicién de 10X se consigue un aumento de hasta 12 veces en los niveles de expre-
sion del IGF-1R (Figura 3.13). En el caso de la infeccién con el pCAG-GLP1R, los niveles de sobreexpresion
conseguidos son mucho mayores, en parte debido a que el titulo es mayor y hemos ajustado los volumenes,
no la MOI, en parte porque la expresidn endégena del GLP-1R es mucho mas baja que la del IGF-1R y por
tanto resulta mas facil aumentarla. También puede deberse a una mayor proporcién de cdpsides vacias del

pGV-IGF1R debido al gran tamafio del transgén.

o= i Figura 3.30. Sobreexpresion in vitro con los
AAV2/rh10in vitro vectores AAV2/rh10-IGFIR y AAV2/rh10-

o Bl 36b4 GLP1R. Resultados de la PCR cuantitativa,

B GF1R expresados como la ratio entre la expresion

B GLPIR de IGF-1R en las células infectadas con los
O

8T vectores AAV2/rh10-IGFIR y AAV2/rh10-
104 GLP1R y la expresidon de células infectadas
74 con el vector AAV2/rh10-GFP, normalizados

respecto a la expresion del gen de referencia

36b4. En el caso del AAV2/rh10-IGF1R, la

condicién 1X equivale a 3,6x103vg/célula, v,

ny - -

\+\ \6\.\ \‘\- \Q_p en el caso (jel AAi‘VZ/rhlo GLP1R, correspon
de a 1,2x10"vg/célula.

Cambio en la expresion




3.  ADMINISTRACION DE VECTORES IN VIVO

3.1.Efecto de la administracion de vectores portadores de shRNAs para el silenciamiento

de la via de la insulina.

En primer lugar, a modo de estudio preliminar, nos planteamos si el silenciamiento de la via de la
insulina podria afectar a la patologia del AD. Concretamente, quisimos centrarnos en cdmo se afecta el
inicio de la enfermedad, y en si éste tiene lugar antes o de forma mdas agresiva en el modelo 3xTgAD cuan-
do se silencia la via de sefializacidn de la insulina. En este modelo, el primer sintoma que se observa es la
acumulacién intraneuronal de AB (Oddo et al.) y los resultados de nuestro estudio histoldgico inicial (Figura
3. 5) indican que la acumulacion intraneuronal de AP es mas pronunciada en las hembras, evidente desde

los 4 meses de edad, y a los 6 meses se alcanza un maximo.

A la vista de estos resultados, nos propusimos estudiar el efecto del silenciamiento de la via de in-
sulina en hembras de 4 meses. Para ello, se inyectaron 3,5x10° vg del vector AAV2/rh10-shIGF1R y 3,5x10°
vg del vector AAV2/rh10-shIR (éste ultimo producido por Anna Masso en nuestro laboratorio) en el hipo-
campo de 5 hembras 3xTgAD de 2 meses de edad, con la previsiéon de que el virus y el shRNA que codifica
tuvieran tiempo suficiente de expresarse y tener un efecto cuando el animal tuviera 4 meses de edad. A
modo de control, también se inyectaron 5 hembras 3xTgAD y 5 WT de la misma edad con un AAV2/rh10

portador de un shRNA scrambled, que no provoca el silenciamiento de ninglin gen conocido.

La administracion se realizé por inyeccidn estereotaxica siguiendo el protocolo descrito en el apar-
tado “Il. Materiales y Métodos”. Brevemente, una vez el animal estd anestesiado, en primer lugar se abre la
piel del craneo con un bisturi y se busca el punto Bregma. Con el uso de los ejes del aparato estereotaxico,
se localizan las coordenadas del hipocampo (-2,46mm AP, +2,7mm/-2,7mm L, -2,5mm V segun el atlas este-
reotdxico de G. Paxinos (Paxinos and B.J.)). Se realiza en este punto una pequefia perforacién se procede a
la inyeccidén del virus con una aguja Hamilton conectada a una bomba de microinyeccidn. Se inyectan 1,5 plL
en cada hemisferio a razén de 0,5uL/min. Cuando los animales despiertan de la anestesia, se devuelven a

su jaula y se mantienen en racks ventilados de Seguridad Bioldgica de Nivel 2.

Cuando los animales cumplieron 4 meses, fueron sacrificados por decapitacién y se extrajo el cere-
bro. Este fue fijado en paraformaldehido al 4% durante un minimo de 4 dias y a continuacién fue incluido
en un bloque de OCT. Se realizaron cortes en criotomo de 20 um de espesor y a continuacion se llevd a
cabo una inmunohistoquimica contra el péptido AR (Figura 3.14). Lo que pudimos observar fue que el silen-
ciamiento de la via de la insulina en hipocampo mediante el uso de RNA de interferencia contra el IR y el

IGF-1R, provoca que la acumulacién intraneuronal de AP en el hipocampo de hembras 3xTgAD de 4 meses



sea mucho mayor que la encontrada en hembras 3xTgAD de la misma edad en las que no se altera la expre-

sién de ninguna proteina.

Estos resultados indican una relacidn directa entre una sefializacion deficiente de la insulina y un
aumento en la histopatologia de la AD. Debido a ello, el siguiente experimento consistié comprobar si la
sobreeexpresidn de las proteinas relacionadas con la via de la insulina podia reducir o retardar la aparicidn

y progresiéon de algunos de los sintomas de la enfermedad.

7x10°AAV2/rh10-shScramble || 7x10°AAV2/rh10-shScramble 3,5x10°AAV2/rh10-shiR +
(1,5pL en cada hemisferio) (1,5 pL en cada hemisferio) 3,5x10° AAV2/rh10-shIGF1R
(1,5uL de mezcla en cada hemisferio)

’ Coordenadas Hipocampo desde Bregma: -2,46mm AP, +2,7mm/-2,7mmL,-2,5mmV

l l l
n - -

2 meses
de edad

.

3xTgAD

Histologia (4 mesesde edad)

3xTgAD-shscramble

3xTgAD-shIR/IGF1R

Figura 3.1431. Aumento de la acumulacién de AB intraneuronal en hembras 3xTgAD de 4 meses de edad tras
la injeccién intrahipocampal de cantidades iguales de un AAV2/rh10-shIR y un AAV2/rh10-shIiGF1R. Cortes sa-
gitales de cerebro de hembras WT, 3xTgAD inyectadas con AAV2/rh10-shScramble y 3xTgAD inyectadas con una
mezcla equimolar de AAV2/rh10-shiR y AAV2/rh10-shIGF1R, hibridados con el anticuerpo anti-AB (6E10) y con
un anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor (fluorescencia roja). Fotografias de la zona CA1 de hipocampo,
objetivo de 20x.



3.2. Administracion de vectores portadores del cDNA de IGF-1R y GLP-1R. Efectos sobre

los sintomas psicolégicos y conductuales asociados a la demencia (BPSD).

3.2.1. Inyeccidn intracraneal de AAV2/rh10-IGF1R y AAV2/rh10-GLP1R

En vista de que una reduccion de la via de sefalizacion de la insulina mediante el silenciamiento
tanto de IR como de IGF-1R, tiene un importante efecto en los procesos histopatoldgicos al inicio de la AD,
llevamos a cabo un experimento con el que pretendiamos analizar el papel de la via IR/IGF-R/GLP-1R en los
déficits de memoria y otros sintomas asociados a la AD utilizando vectores de terapia génica. Para ello, se
inyectaron 2,4x10° vg del vector AAV2/rh10-IGF1R en cértex prefrontal e hipocampo de ambos hemisferios
(4 puntos de inyeccidn) de 9 machos y 11 hembras 3xTgAD de 5 meses de edad. El AAV2/rh10-GLP1R se
diluyé hasta la misma concentracion del AAV2/rh10-IGF1R realizamos la inyeccion de la misma manera en 8
machos y 8 hembras 3xTgAD de la misma edad. Como control positivo de la enfermedad y negativo para el
tratamiento, se inyectaron también 2,4x10° vg del vector AAV2/rh10-Null en 9 machos y 8 hembras 3xTgAD
de la misma edad. Asimismo, como control negativo de la enfermedad, se inyectaron 12 hembras y 12 ma-
chos WT de 5 meses de edad con el AAV2/rh10-Null. En la figura 3.15 se muestra un esquema del disefio

experimental.

2,4x10°vg
AAV2/rh10-Null
(0,75 pL en cada punto
deinyeccion)

2,4x10%vg
AAV2/rh10-Null
(0,75 pL en cada punto
de inyeccion)

2,4x10°vg
AAV2/rh10-GLP1R
(0,75 pL en cada punto
de inyeccion)

2,4x10°vg
AAV2/rh10-IGF1R
(0,75uL en cada punto
deinyeccion)

| | I I
Coordenadas Hipocampo desde Bregma: -2,46mm AP, +2,7mm/-2,7mm<L,-2,5mmV
Coordenadas Cortex Prefrontal: +2,8mm AP, +1,5mm/-1,5mmL,-1,4mmV

l l l l
vl 4B B B
l XTgAD

Bateria de Pruebas de Comportamiento, Memoria y
Capacidad de Aprendizaje

5 meses de edad

L2 mesesdesedad Estudio Bioquimico

Estudio Histoldgico

Figura 3.32. Disefio experimental para la sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R en ratones 3xTgAD.

La inyeccidn se realizé con un aparato estereotdxico de la manera que ya se ha explicado. Algunos
animales murieron durante los primeros dias tras la intervencién, posiblemente a causa del proceso de

inyeccidn de los vectores.



Tras el tratamiento, los animales se mantuvieron en jaulas ventiladas durante los dos primeros me-
ses y a continuacion se pasaron a jaulas de estabulacidon estandar durante 5 meses mas. A lo largo de los 7
meses que durd el experimento, entre un 12,5 y un 15% de los animales 3xTgAD inyectados con el vector
AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-Null murieron, como se muestra en la tabla 3.1, mientras que todos los
animales WT vy los 3xTgAD inyectados con el vector AAV2/rh10-IGF1R sobrevivieron hasta el inicio de las

pruebas de comportamiento, cuando cumplieron 12 meses de edad.

Supervivencia de los animales inyectados

Grupo Machos Hembras
AAVZ/\:\PI]-;O-NUII 10/10 12/12
AAVZ/f:Ig-AI\?uH (##) e 5/7
AAv2/riX1Tog-g?P1R (#) 6/7 7/8
AAVZ/ff)m( Ig-Alg F1R(*) 7/7 8/8

Tabla 3.1. Supervivencia de los animales inyectados. Los datos se muestran
como el cociente entre los animales vivos cuando comienzan las pruebas de
comportamiento y el nUmero de animales que sobrevivieron a la interven-
cidén quirurgica. Se observan diferencias significativas en la supervivencia en-
tre los diferentes grupos (Test de Bernouilli, *p<0,05 respecto a los animales
3xTgAD-Null, #p<0,05 respecto a los animales WT-Null, ##p<0,01).

3.2.2. Capacidades fisicas y reflejo visual

En primer lugar, para comprobar que los diferentes grupos de animales no presentan diferencias a
nivel fisico se llevaron a cabo diferentes pruebas, como la barra de madera, la marra metalica y la prueba
de la percha para medir la fuerza fisica y el equilibrio de los animales. También se comprobd su capacidad
visual con el uso de una superficie negra, sobre la que se acercaba lentamente el animal para comprobar el

reflejo visual (extension de las patas delanteras para impedir chocar con el morro).

De esta manera, se comprobé que el reflejo visual era correcto en todos los grupos experimentales
(resultados no mostrados). El resto de pruebas sensoriomotoras, se muestran en la tabla 3.2 (machos) y la
tabla 3.3 (hembras) y se observa que los machos 3xTgAD no presentan ningun tipo de déficit en relacion a
sus capacidades sensoriomotoras en comparacion con los animales WT. De hecho, en todo caso, se observa
una leve tendencia de los animales 3xTgAD a aumentar la latencia de caida en la barra de madera, que llega
a ser significativa en los animales 3xTgAD-GLP1R. En cuanto al tratamiento con los vectores AAV2/rh10-
GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R, los animales muestran mayor resistencia fisica que los animales 3xTgAD-Null y
gue los animales WT en la prueba de 60 segundos de la percha, aumentando significativamente la latencia

de caida.



Machos WT-Null 3xTgAD-Null  3xTgAD-GLP1R 3xTgAD-IGF1R
Peso de los animales
5 meses 28,8%2 2 28,6%2,0 30,845,9 27,6:2,1
12 meses 30,9+4,2 32,2450 35 8+9 6 30,8+2,7
Barra de madera

— -

atencia de caida 9,75¢2,30 12,58+3,32 16,75+2,13 " 11,88+3,06
(segundos)
Distancia 0,05+0,07 0,08+0,12 0,17+0,16 0,00+0,00
(N2 de segmentos)

Barra metalica
EEAIERCE EIEE 6,35+1,99 3,67+2,24 5,92+2,95 4,56+1,75
(segundos)
Distancia 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
(N2 de segmentos)
Percha 5s
Latencia de caida
4,25+0,40 3,58+0,61 4,42+0,37 4,13+0,50

(segundos)
e

Istancia 0,20+0,19 0,00+0,00 0,17+0,23 0,06+0,09
(N2 de segmentos)

. :
N® Extremidades 2,5540,89 2,50+0,90 2,17+0,58 2,75+1,00
utilizadas

Percha 60s
Latencia de caida *rk A
26,30+10,92 27,3341 +1 +11

(segundos) 6,30+10,9 7,33+15,49 48,83+10,98 e 43,88+11,56 sere
Distancia 1,60+0,82 2,67+1,19 3,00+0,97 2,75+1,19
(N2 de segmentos)

. :
W EEEERCES 3,20+1,55 3,50+1,38 3,00+1,26 4,13+1,13

utilizadas

Tabla 3.2. Resultados de las pruebas sensoriomotoras de los machos. Los resultados se expresan como la media + la desviacidon
estandar. Se observan pocas diferencias significativas en las capacidades sensoriomotoras de los diferentes grupos experimenta-
les (t-student ****p<0,0001 respecto a los animales 3xTgAD-Null, ### p<0,001, #### p<0,0001 respecto a los animales WT.

Por su parte, las hembras 3xTgAD tampoco presentan déficits importantes en sus capacidades sen-
soriomotoras, excepto por una menor latencia de caida en la barra metalica, pero en la prueba de la percha
durante 60 segundos, la latencia de caida es mayor que la de las hembras WT, como también lo es la de las

hembras 3xTgAD-GLP1R y 3xTgAD-IGF1R.



Hembras WT-Null 3xTgAD-Null 3xTgAD-GLP1R 3xTgAD-IGF1R

Peso de los animales

5 meses 23,8+3,5 23,6%3,0 22,8t1,4 23,424
12 meses 25,6+6,2 27,716,1 25,0+0,6 27,6%1,9

Barra de madera

Latencia de caida
(segundos)
Distancia

(N2 de segmentos)

17,21+1,62 18,50+1,44 18,86+1,32 18,41+2,24

0,08+0,12 0,10+0,14 0,21+0,16 0,17+0,16

Barra metalica

Latencia de caida

14,63+1,95 7,30£3,13 ¥ 12,07+2,40 11,0043,75
(segundos)
Distancia 0,13+0,18 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
(N2 de segmentos)
Percha 5s
Latencia de caida
4,50+0,27 5,00+0,00 4,71+0,31 5,00+0,00

(segundos)
Ditanci

Istancia 0,25+0,15 0,30+0,30 0,50+0,41 0,33+0,36
(N2 de segmentos)

. :
N® Extremidades 2,96+1,04 3,0041,15 3,29+1,27 2,92+1,16
utilizadas

Percha 60s

Lz Gl eike 21,1748,30  47,20+13,19 32,43414,21 seew  60,0040,00 suns
(Segundos) ’ =90, ’ = ’ ’ = ) HitHH ’ =Y HitH
Dictanci

Istancia 1,67+0,91 1,60+1,39 3,43+1,48 3,33+1,74
(N2 de segmentos)

. :
W EEEERCES 3,83+1,27 4,00+1,22 3,71+1,25 4,33+0,82

utilizadas

Tabla 3.3. Resultados de las pruebas sensoriomotoras de las hembras. Los resultados se expresan como la media * la des-
viacion estandar. Se observan pocas diferencias significativas en las capacidades sensoriomotoras de los diferentes grupos
experimentales (t-student ****p<0,0001 respecto a los animales 3xTgAD-Null, ## p<0,01, #### p<0,0001 respecto a los
animales WT.

3.2.3. Neofobia y ansiedad

Diferencias en la neofobia y la ansiedad que experimentan los animales al someterlos a las diferen-
tes pruebas de memoria pueden afectar a su conducta y, por tanto, es necesario evaluarlas y tenerlas en
cuenta al valorar los resultados de las mismas. La neofobia experimentada por los diferentes grupos expe-
rimentales se mide con la prueba del Corner Test. Para ello, se van depositando los animales suavemente vy
de forma individual en una nueva jaula, igual a la usada para su estabulaciéon, con viruta limpia, y se conta-
biliza el nimero de esquinas visitadas (corners) y exploraciones verticales (rearings) realizadas por el animal
durante los 30 segundos que dura la prueba. Esta prueba se realiza, a modo de seguimiento, a los 9 meses
de edad de los animales, asi como a los 12 meses de edad (Figura 3.16), junto con el resto de pruebas reali-

zadas.
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Figura 3.33. Reduccién de la neofobia en las hembras inyectadas con AAV2/rh10-IGF1R y AAV2/rh10-GLP1R.
Los graficos muestran los resultados del Corner Test (expresados como la mediatSEM) realizado sobre los
animales inyectados a 9 (a) y 12 meses de edad (b). a/b,1/2, Numero de esquinas visitadas por machos y
hembras, respectivamente, a/b,3/4, Numero de rearings realizados por machos y hembras, respectivamente,
a/b,5/6, Latencia en realizar el primer rearing de machos y hembras, respectivamente. Se observan diferen-
cias en la latencia del primer rearing y el nimero total de rearings realizados por las hembras a 9 y 12 meses
(Test t-Student, *p<0,05, **p<0,01).

No se observan cambios en la actividad horizontal, ni debidos al sexo, ni al genotipo. Sélo existe

una pequefia tendencia a la baja desde los 9 a los 12 meses de edad.
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En cambio, el perfil mostrado por machos y hembras en lo que respecta a la actividad vertical si es
muy diferente. Mientras que en los machos no se observan diferencias significativas debido al genotipo ni
en el nUmero de rearings ni en la latencia en realizar el primer rearing, en las hembras 3xTgAD se observa
una latencia menor que las hembras WT en el primer rearing, acompafiada de mayor actividad vertical
mantenida durante toda la prueba. Esta hiperactividad puede deberse a una mayor ansiedad, que se man-
tiene a 9 y 12 meses, y es corregido por ambos tratamientos. Como ocurria con la actividad horizontal,
también se observa un leve descenso, uniforme en todos los grupos, en la actividad vertical debido a la

edad.

Este comportamiento hiperactivo de las hembras 3xTgAD se convierte en un completo freezing
cuando se las somete a la prueba del Open Field (Figura 3.17), durante el cual no consiguen salir del centro,
confirmando un elevado nivel de ansiedad. En cambio, en los machos este efecto no es tan acusado, y aun-
que el freezing inicial es mayor que en los animales WT, debido a la alta variabilidad no alcanzan la signifi-

cacién estadistica, y algunos de ellos llegan incluso a la periferia. Lo que si es significativo es que, tanto en

q) Latencias Machos C) Crossing Machos (Acumulado) e) Rearing Machos (Acumulado)
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Figura 3.34. Aumento moderado de la actividad horizontal y vertical en los animales 3xTgAD inyectados con los vectores
AAV2/rh10-IGF1R y AAV2/rh10-GLP1R. En los gréficos se representan los datos obtenidos (expresados com la media +SEM) de la
prueba del Open Fleld llevada a cabo por los animales inyectados. a, b, Latencias de machos y hembras, respectivamente, en su
actividad exploratoria, con diferencias significativas éntrelas hembras WT y las 3xTgAD, que se corrigen ligeramente en ambos
tratamientos (ANOVA de una via, *p<0,05). ¢, d, actividad horizontal de machos y hembras, respectivamente, cuantificada como
el numero de lineas horizontales cruzadas en su recorrido a lo largo de los 5 minutos de la prueba. e, f, actividad vertical de ma-
chos y hembras, respectivamente, cuantificada como el nimero de rearings realizados a lo largo de los 5 minutos. Se observan
diferencias significativas entre los machos WT y los 3xTgAD, que se corrigen con la inyeccion del vector AAV2/rh10-GLP1R (Test t-
Student, *p<0,05, **p<0,05).

hembras como en machos 3xTgAD, se observa una tigmotaxis (tendencia a permanecer junto a las paredes)
alterada, y mientras que entre el 60 y 70% de los animales WT tienden a ir hacia la periferia y mantenerse

junto a las paredes del aparato, esto sélo ocurre en el 0-20% de los casos en los animales 3xTgAD sin tratar.



Ambos tratamientos consiguen recuperar este comportamiento tanto en machos como en hembras hasta

un 50-70%.

Por otra parte, dentro de los animales WT se pueden observar pequeiias diferencias asociadas al
sexo. Asi, las hembras presentan una leve tendencia a una mayor actividad horizontal, aunque no llega a
ser estadisticamente significativa al compararlas con los machos. Esto hace que mientras que en los ma-
chos ambos tratamientos hacen que los animales lleguen a niveles similares a los de los WT, en las hembras

estos valores se encuentran a medio camino entre los de las hembras 3xTgAD sin tratar y las hembras WT.

En cambio, en el caso de la actividad vertical, los efectos de ambos tratamientos son mucho mas
modestos, dando valores mucho mas cercanos a los de los animales 3xTgAD sin tratar para ambos trata-
mientos en el caso de las hembras, y en el caso de los machos el Unico tratamiento que consigue recuperar

la actividad vertical de los animales hasta niveles de los de los animales WT es el del AAV10-GLP1R.

Asi, si bien en la prueba del Corner Test las hembras mostraban una clara hiperactividad provocada,
probablemente, por la ansiedad y la neofobia que experimentan en la prueba, en este caso observamos
que la ansiedad/temor de las hembras en el Open Field provoca una ausencia casi total de actividad loco-
motora. En el caso de los machos, esta ansiedad es algo menor que en las hembras y no se debe tanto a la
novedad (no se observa neofobia en el Corner Test), sino a la exposicidon a un espacio abierto e iluminado,
gue provoca temor. En este caso, la explicacidn también podria encontrarse en la existencia de un compor-

tamiento de apatia, de forma similar a lo que ocurre en los pacientes de AD (Chung and Cummings, 2000).

En la prueba de la caja Black-and-White, las hembras 3xTgAD vuelven a mostrar un comportamien-
to de cierta hiperactividad y desinhibicidon conductual como ocurria en el Corner Test, mientras que en los
machos, por el contrario, volvemos a observar un comportamiento de temor por los espacios iluminados.
Asi, la latencia en salir del compartimento negro al blanco aumenta de forma significativa en el caso de los
machos 3xTgAD en comparacién con los machos WT, pero, en cambio, las hembras 3xTgAD, tienden a salir
antes que las hembras WT, aunque sin significacidon estadistica. En concordancia con esto, el nimero de
veces que los machos 3xTgAD salen al compartimento blanco y el tiempo que pasan en el mismo es signifi-
cativamente menor que las veces que lo hacen los machos WT, y en las hembras ocurre al contrario (Figura
3.18). La desinhibicién conductual de las hembras en esta prueba no coincide con los resultados del Open

Field, lo que puede deberse a que el caracter ansiogénico del mismo es mayor.
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También se ha analizado la actividad exploratoria horizontal y vertical de los animales en cada uno
de los dos compartimentos del aparato. En concordancia con los resultados anteriores, los animales WT
realizan su actividad exploratoria preferentemente en el compartimento negro, siendo ésta del doble que
la actividad del compartimento blanco, tanto para los machos como para las hembras. En cambio, los ma-

chos 3xTgAD aumentan la proporcidn de actividad en el negro respecto al blanco y en las hembras ocurre al
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Figura 3.36. Diferencias en la actividad exploratoria en el compartimento blanco y en el negro. Los graficos representan la acti-
vidad horizontal (a) y vertical (b) de los animales inyectados. a1, Numero de cruces de los machos en los compartimentos blanco y
negro. a2, Ratio entre el nimero de cruces de los machos en el compartimento negro y el blanco. a3, Numero de cruces de las
hembras en los compartimentos blanco y negro. a4, Ratio entre el nimero de cruces de las hembras en el compartimento negro y
el blanco. b1, Numero de levantamientos de los machos en los compartimentos blanco y negro. a2, Ratio entre el nimero de
crulevantamientos de los machos en el compartimento negro y el blanco. a3, Numero de levantamientos de las hembras en los
compartimentos blanco y negro. a4, Ratio entre el nimero de levantamientos de las hembras en el compartimento negro y el
blanco. Los graficos representan las medias de los valores, y las barras de error * el error estandar. Se observan diferencias signifi-
cativas entre los machos 3xTgAD y el resto de grupos, asi como entre las hembras 3xTgAD y el resto (ANOVA de dos vias, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). También se observan diferencias entre las hemrans 3xTgAD y los machos 3xTgAD.



contrario, siendo aproximadamente equivalente la actividad en ambos compartimentos (Figura 3.19). Asi
pues, los machos continian mostrando un patrén de inhibiciéon conductual asociado a la ansiedad, mientras

gue en las hembras se observa una desinhibicion similar a la encontrada en el Corner Test.

En lo que respecta a los animales 3xTgAD tratados, puede observarse que la sobreexpresién de
GLP-1R permite normalizar el comportamiento de los animales 3xTgAD tanto en machos como en hembras,
mientras que la sobreexpresidn de IGF-1R sélo es efectiva en las hembras. De hecho, en los machos

3xTgAD-IGF1R, la inhibicién conductual puede observarse incluso en el compartimento negro.

Por otra parte, otra forma de evaluar el nivel de ansiedad de los animales es contando las defeca-
ciones que realizan a lo largo de la prueba. Asi, observamos que, si bien no observamos diferencias estadi-
ticamente significativas, en el caso de las hembras 3xTgAD-Null se observa una tendencia a realizar un ma-
yor numero de defecaciones que el resto de grupos (Tabla 3.4), lo que indica que la desinhibicién conduc-
tual presentada se debe a un aumento moderado en la ansiedad experimentada por las hembras 3xTgAD

en comparacién con los otros grupos de hembras.

WT-Null 3xTgAD-Null 3xTgAD-GLP1R 3xTgAD-IGFIR
Machos 2,1+1.4 3,3£1,5 3,5+1,4 3,1+1,9
Hembras 3,9+3,0 6,0£1,6 4,1+1,9 49421

Tabla 3.4.Diferencias en las defecaciones de los animales en la caja Black-and-White.

Asi pues, el conjunto de todas las pruebas realizadas para analizar los BPSD de los animales 3xTgAD
indican que éstos experimentan una ansiedad (o temor) mas elevada que los animales WT y que existe un
dimorfismo sexual en cuanto a la forma en que los animales reaccionan ante esta ansiedad. Asi, los machos
3xTgAD tienen a presentar una mayor inhibicién conductual que los machos WT, mientras que la conducta
de las hembras depende del grado de ansiogenicidad de la prueba. Concretamente, el comportamiento de
las hembras 3xTgAD es de desinhibicién en situaciones de ansiedad leve o moderada y de inhibicién en
condiciones de ansiedad elevada. La sobreexpresiéon de GLP-1R en machos 3xTgAD consigue corregir su
comportamiento hasta valores similares a los de los machos WT, mientras que la sobreexpresién de IGF-
1Rno consigue provocar cambios en el comportamiento de los machos 3xTgAD. En cambio, en las hembras,

ambos tratamiento consiguen efectos moderados y similares.
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3.2.4. Capacidad de aprendizaje y memoria de los animales inyectados

3.2.4.1. Memoria de trabajo espacial (Spatial working memory)

Para medir la memoria de trabajo de los animales en este estudio se ha empleado la prueba del T-
maze, durante el cual los machos 3xTgAD presentan un mayor freezing inicial, asi como una mayor latencia
en girarse hacia el brazo abierto de la T. También tardan mds los machos 3xTgAD en llegar hasta la inter-
seccion en comparacion con los machos WT (Figura 3.20 a). Esta reduccion en la actividad locomotora de
los machos 3xTgAD, en este caso, no puede explicarse por la existencia de un comportamiento ansioso,
pues la estructura es negra y cerrada y los animales no experimentan miedo ni ansiedad. Asi pues, en este
caso podemos concluir que, ademads de la ansiedad observada en la prueba del Open Field y la caja Black-
and-White, los machos 3xTgAD también presentan cierto comportamiento de apatia. En el caso de los ma-
chos 3xTgAD tratados, se observa una normalizaciéon de este comportamiento hasta valores similares a los
de los machos WT. En cambio, la actividad de las hembras 3xTgAD no es distinta de la de las hembras WT
(Figura 3.20 b). Podemos asi concluir que las hembras 3xTgAD presentan un comportamiento diferente al

de las hembras WT sélo cuando la prueba tiene un componente ansiogénico.

En cuanto a las diferencias en la memoria de trabajo entre los diferentes grupos, las observamos en
el porcentaje de alternancia espontdnea. Al dejar al animal explorar libremente el laberinto, se considera
que realiza correctamente la alternancia si pasa de un brazo a otro sin repetir el anterior. Segun este crite-
rio, observamos que las hembras 3xTgAD realizan una alternancia significativamente menor que las hem-
bras WT y que el tratamiento con el vector AAV2/rh10-GLP1R recupera ligeramente este comportamiento,
pero esto no ocurre en el caso de las hembras 3xTgAD tratadas con el AAV2/rh10-IGF1R. Por otra parte,
casi la tercera parte de los machos 3xTgAD-Null no realizan la prueba debido a la apatia que presentan,

pero los animales que si la realizan no muestran un déficit en la memoria de trabajo.
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3.2.4.2. Aprendizaje espacial y memoria de referencia

Para acabar el analisis sobre el comportamiento y la capacidad de aprendizaje de los animales in-
yectados, la Ultima de nuestra bateria de pruebas de comportamiento es el Morris Water Maze. Para ello,
empleamos una piscina de 1 metro de didmetro y una estrategia de 1 dia con la plataforma visible y marca-
da con una bandera (Cue), seguido de 4 dias de entrenamiento con la plataforma oculta (Place Task, PT). Se
realizaron 4 trials por dia de 60 segundos cada uno. Al final del entrenamiento, se llevé a cabo una prueba
de memoria 2 horas después del ultimo trial, y durante la cual se elimind la plataforma (Removal) para me-
dir la memoria a corto plazo. Esta prueba se repitid a las 24 horas del ultimo trial del Gltimo dia (PT4.4) para
medir la memoria a largo plazo. Todos los trials fueron grabados en video y posteriormente analizados con
la ayuda del software Smart 3.0 de Panlab. De esta manera, en cada trial se midié el tiempo que cada ani-
mal tarda en encontrar la plataforma y tocarla (sin necesidad de que el animal se suba a la misma), la dis-

tancia que nada para ello y la velocidad a la que lo hace.

Lo primero que observamos fue que los machos WT tenian una elevada tendencia a flotar en la su-
perficie del agua sin nadar, con una actitud pasiva (Tabla 3.5). La incidencia de este comportamiento es
menor en los animales 3xTgAD, aunque aumenta notablemente en los animales inyectados con los vectores

AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R.

Flotacién (continua)

Cuel Cue2 Cue3 Cued | PT1.1 PT1.2 PT1.3 PT14 | PT2.1 PT2.2 PT2.3 PT2.4
WT-Null
(n-10) 3 8 6 5 5 9 9 5 6 6 8 6
SAUESS ST G 3 2 4 0 2 3 5 0 2 1 1
(n=6)
3xTgAD-GLPIR | 2 2 3 2 0 3 2 3 5 3 6
(n=7)
3xTGAD-IGFIR | 4 4 7 1 2 1 3 1 3 5 3
(n=7)
Flotacidon (continuacion)
PT3.1 PT3.2 PT3.3 PT3.4 | PT41 PT42 PT43 PT4.4 Re";;’va' Re;ﬁ"a'
WT-Null
(n-10) 6 4 7 8 7 7 7 7 8 3
SALLE L 0 0 2 4 0 2 2 3 1 0
(n=6)
3xTgAD-
GLP1R (n7) 2 3 5 5 2 3 5 5 5 0
3XTGAD-IGFIR | , ) ) ) A ) ) ) )
(n=7)

Tabla 3.5. Numero de machos que flotan pasivamente en cada trial para los diferentes grupos experimentales.
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Ademas, el andlisis de los datos muestra que en el caso de los animales 3xTgAD-Null, ningtn animal
flota pasivamente en el primer trial de cada dia, y este comportamiento aparece a lo largo del dia y va au-
mentando en los trials sucesivos. Debido a que en el resto de grupos esto sélo ocurre el primer dia, descar-

tamos que pudiera deberse a agotamiento fisico.

Todo ello nos hizo pensar que posiblemente la flotacidon pasiva se deba a una falta de motivacion,
gue aparece como consecuencia del recuerdo de la experiencia previa. Segln esta teoria, los animales
3xTgAD-Null no serian capaces de recordar la experiencia del dia anterior, mientras que los animales WT y

los 3xTgAD tratados con ambos vectores, si lo son.

Latencias machos

~¥ WT-Null
= 3XTgAD-Null
- 3XTgAD-GLP1R

—- 3XTGAD-IGF 1R
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Figura 3.21. Diferencias en la velocidad de natacidn entre los machos 3xTgAD y los WT. Los graficos representan
los resultados de las latencias y las velocidades de los machos WT (n=10, morado), 3xTgAD-Null (n=6, verde),
3xTgAD-GLP1R (n=6, rojo) y 3xTgAD-IGF1R (n=7, azul) en el Morris Water Maze. Existen diferencias significativas en
las velocidades de los animales 3xTgAD-Null, 3xTgAD-GLP1R y 3xTgAD-GLP1R respecto a los animales WT (ANOVA
de dos vias, # negro, rojo y azul, respectivamente, p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001). También existen diferencias sig-
nificativas de los animales 3xTgAD-GLP1R y 3xTgAD-IGF1R respecto a los 3xTgAD-Null (* rojo y azul respectivamen-
te, p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).



Debido a este comportamiento, el tiempo que tardan los animales en encontrar la plataforma se ve
afectado y, por tanto, cuando analizamos los datos sobre las latencias de cada animal encontramos que no
existian diferencias entre grupos, ni mostraban una evoluciéon temporal légica de aprendizaje. Mas bien al
contrario, los valores subian y bajaban de un dia a otro y dentro del mismo dia (Figura 3.21 a). Sin embargo,
cuando analizamos las velocidades de natacidn, si encontramos diferencias claras entre los diferentes gru-

pos (Figura 3.21 b).

Por tanto, decidimos analizar los datos de la distancia que nadan los animales hasta encontrar la pla-
taforma, para poder medir su capacidad de aprendizaje y su memoria espacial. Para una mayor claridad, se
han desglosado los datos en tres graficos, un primer grafico en el que se comparan sélo los animales WT
con los 3xTgAD-Null (Figura 3.22 a) y otros dos en los que se afiaden, respectivamente, los datos de los

animales 3xTgAD-GLP1R (Figura 3.22 b) y 3xTgAD-IGF1R (Figura 3.22 c).

Asi, en el primer dia de entrenamiento, con la bandera (Cue), la distancia nadada por los animales
WT hasta llegar a la plataforma es significativamente menor que la de los otros tres grupos, especialmente
en el primer trial. Esto puede deberse a una mayor capacidad de los animales WT para detectar la bandera
y asociarla con la localizacién de la plataforma. También se observan diferencias en la Cue4, lo que indica
una mayor capacidad de aprendizaje de los animales WT en comparacién con los 3xTgAD, y ninguno de los

dos tratamientos son capaces de recuperar los déficits de los animales 3xTgAD en el aprendizaje.

Para valorar la capacidad de aprendizaje de los animales calculamos las diferencias en las distancias
recorridas por los animales entre los diferentes trials de un mismo dia. Asi, observamos que los machos WT
presentan un perfil de aprendizaje progresivo durante los 4 primeros dias, dentro de los cuales se observan
diferencias desde los resultados del primer trial a los del Ultimo y su maxima capacidad de aprendizaje,
alcanzada en la Cue4, la vuelven a conseguir en la PT3.4. En cambio, los machos 3xTgAD sdélo son capaces
de aprender el dia de la bandera y el cuarto dia de entrenamiento. Ademas, es también en el cuarto dia de
entrenamiento cuando los machos WT muestran capacidad de retencidén entre el dltimo trial del dia ante-
rior (PT2) y el primero de ese dia. En cambio, aunque los machos 3xTgAD son capaces de aprender el dia de
la bandera, y retener lo aprendido al dia siguiente (PT1), la dificultad es mucho menor, puesto que las dis-
tancias recorridas hasta la plataforma en la Cue4 de los 3xTgAD son significativamente mayores que las de
los machos WT y no es hasta el cuarto dia de entrenamiento cuando son capaces de llegar a la plataforma

con la minima distancia observada para los animales 3xTgAD al final del dia y repetir estos resultados.
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Figura 3.22. Diferencias en el aprendizaje y retencion de los machos 3xTgAD. Los graficos representan los resultados de las distan-
cias nadadas por los machos WT (n=10, morado), 3xTgAD-Null (n=6, verde), 3xTgAD-GLP1R (n=6, rojo) y 3xTgAD-IGF1R (n=7, azul)
en el Morris Water Maze. Existen diferencias significativas en las velocidades de los animales 3xTgAD-Null, respecto a los animales
WT (ANOVA de dos vias, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). También existen diferencias significativas de los animales 3xTgAD-GLP1R
y 3xTgAD-IGF1R respecto a los 3xTgAD-Null (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) y WT (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001). g, La evolu-
cién temporal de los machos 3xTgAD es clara durante el dia de la bandera y durante la PT2 y PT3 (ANOVA de dos vias, t, p<0,05
respecto al primer trial de cada dia, tt, p<0,01, ttt, p<0,001, tttt, p<0,0001). b, Los machos 3xTgAD sélo son capaces de aprender el
dia de la banderay el siguiente. ¢, Los machos 3xTgAd-IGF1R sélo son capaces de aprender en el dia de la bandera.
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En cuanto a los animales tratados, se observa que ambos grupos, al igual que los 3xTgAD sin tratar,
no son capaces de asociar la bandera con la localizacion de la plataforma en la Cuel como lo hacen los ani-
males WT. Su aprendizaje durante este dia es similar al de los animales 3xTgAD sin tratar y tampoco son
capaces de aprender durante los dias siguientes. Es decir, el tratamiento con los vectores AAV2/rh10-

GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R no mejora los déficits de los machos 3xTgAD en su capacidad de aprendizaje.

Por otra parte, para evaluar la memoria espacial a corto y largo plazo de los animales, analizamos
las distancias nadadas por los animales durante la prueba del removal hasta llegar por primera vez a la zona
donde se encontraba la plataforma, asi como el nimero de veces que pasan por la misma (Figura 3.23). Asi,
para los machos observamos que no existen diferencias significativas en la memoria entre animales WT y
3xTgAD ni a corto ni a largo plazo, puesto que las distancias recorridas en ambos removals son similares
entre animales 3xTgAD y WT. Tampoco se observan diferencias en el nimero de veces que pasan por la
zona donde se encontraba la plataforma. En cambio, para los animales 3xTgAD tratados, si bien no existen
diferencias en cuanto a las distancias, si que las hay en el nimero de cruces por la zona de la plataforma.
Asi, el tratamiento con el AAV2/rh10-GLP1R hace que los animales pasen con menos frecuencia por la zona
de la plataforma. En cambio, ya que la distancia que recorren hasta llegar por primera vez a dicha zona es
similar a la del resto de grupos, pero su velocidad si es significativamente menor que la de los animales
3xTgAD-Null debido a un mayor nimero de flotaciones, nos aventuramos a hipotetizar que los animales
3xTgAD-GLP1R son capaces de cambiar de una estrategia de busqueda a una estrategia en la que no buscan
la plataforma tras comprobar que ésta no estd donde deberia. En el removal realizado a las 24 horas, aun-
gue todos los animales realizan mds cruces por la zona de la plataforma que el dia anterior, este nimero
sigue siendo menor en el caso de los animales 3xTgAD tratados que en los animales WT y los 3xTgAD-Null,

lo que podria implicar en una reduccién del comportamiento perseverante en los 3xTgAD-IGF1R y 3xTgAD-

GLP1R.
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Figura 3.23. Diferencias en el nimero de veces que los animales pasan por la zona donde se en-
contraba la plataforma durante los removals. a, Cruces de los machos por la zona de la plataforma
en el removal de las 2h, existen diferencias significativas con los animales 3xTgAD-GLP1R (ANOVA de
una via, *p<0,05, **p<0,01). b, Cruces de los machos por la zona de la plataforma durante el remo-
val de las 24 horas, se observan diferencias significativas de los animales 3xTgAD tratados con los
animales WT y los 3xTgAD sin tratar (ANOVA de una via, *p<0,05, ***p<0,001).
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Para comprobar esta hipdtesis, analizamos las trayectorias de los machos durante las dos pruebas
del removal. Concretamente, analizamos la trayectoria hasta el momento de encontrar la plataforma, asi
como la trayectoria total recorrida por el animal durante los 60 segundos que dura la prueba. La figura 3.24
muestra un ejemplo representativo para cada uno de los grupos experimentales, y descubrimos que en el
removal de las 2 h, todos los animales van directos hacia la zona donde se encontraba plataforma, inde-
pendientemente del genotipo y el tratamiento, y todos contindan su busqueda dentro del mismo cuadran-

te, a excepcidn de los machos 3xTgAD-GLP1R, que abren mas su trayectoria en busca de la plataforma. A
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Figura 3.37. Estrategias de busqueda de la plataforma de los machos durante las pruebas del removal. a, Trayectorias represen-
tativas de los machos duranet el removal de las 2h hasta el momento en que pasa por primera vez por la zona donde se encon-
traba la plataforma (a1) y al final de los 60 segundos que dura la prueba (a2). b, Trayectorias representativas de los machos du-
ranet el removal de las 24h hasta el momento en que pasa por primera vez por la zona donde se encontraba la plataforma (b1) y
al final de los 60 segundos que dura la prueba (b2).



las 24h, no sdlo se observa que los machos 3xTgAD abren su trayectoria de busqueda, sino que tampoco se
dirigen de forma tan directa hacia la plataforma desde el inicio. En este caso, los machos 3xTgAD-IGF1R

también amplian la zona de busqueda tras no encontrar la plataforma en su localizacién habitual.

En resumen, los machos 3xTgAD muestran pequeiios déficits en la capacidad de aprendizaje, aun-
gue no en la memoria, en comparacion con los animales WT. El tratamiento con los vectores generados en
esta tesis no mejora estos déficits de aprendizaje, pero si parece mejorar la flexibilidad de los animales en

su busqueda de la plataforma.

El mismo analisis se ha realizado para el comportamiento de las hembras en el Morris Water Maze.
Asi, en cuanto a la flotacidn pasiva, como ocurria en los machos, es muy frecuente entre las hembras WT,
pero no en las 3xTgAD. En cambio, a diferencia de los machos, ninguno de los dos tratamientos cambia este

comportamiento (Tabla 3.6).

Flotacién (continua)

Cuel Cue2 Cue3 Cued |PT1.1 PT1.2 PT13 PT14 | PT2.1 PT2.2 PT2.3 PT2.4
WT-Null
1 1 2
(n-12) 7 7 6 8 3 4 0 3 6 4
SR 0 0 2 2 1 0 0 0 0 1 1 1
(n=5)
3xTgAD-GLPIR | 2 2 3 0 1 0 1 1 2 0 3
(n=7)
3xTGAD-IGFIR |, 4 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1
(n=6)
Flotacidon (continuacion)
PT3.1 PT3.2 PT3.3 PT3.4 | PT4.1 PT42 PT4.3 PT4.4 | Removal 2h Re;:;va'
WT-Null
2
(n-12) 3 3 4 4 5 4 5 7 6
ey T 0 0 2 3 0 1 2 2 4 2
(n=5)
3XTgAD-GLPIR | 5 , . , . . , ] .
(n=7)
3XTGAD-IGFIR | ) ) , o o , ) . o
(n=6)

Tabla 3.6. Numero de hembras que flotan pasivamente en cada trial para loa diferentes grupos experimentales.

De manera que, al analizar los resultados de las latencias, observamos que, como ocurria en los
machos, no son significativos debido a las diferencias en la incidencia de la flotacién y, por tanto, en la ve-
locidad (Figura 3.25). Los resultados relativos a las distancias indican que existen diferencias significativas
entre la capacidad de aprendizaje de las hembras WT y la de las hembras 3xTgAD (Figura 3.26 a). Asi, como
ocurria con los machos, las hembras WT recorren una distancia mucho menor que las 3xTgAD durante la
Cuel, gracias a su mayor capacidad para asociar la presencia de la bandera con la de la plataforma. Sin em-

bargo, la maxima capacidad de aprendizaje alcanzada en la Cue4 es la misma para ambos grupos. En el caso
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de las hembras WT, el primer dia de entrenamiento (PT1) ya consiguen llegar al mismo nivel de aprendizaje
gue en la Cue4 y retienen lo aprendido para el dia siguiente (PT2). En cambio, las 3xTgAD no consiguen el
mismo nivel de aprendizaje ni de retener los resultados del dia anterior hasta la PT3. Por otra parte, las
hembras WT contindan aprendiendo hasta el ultimo dia, mientras que las 3xTgAD ya no son capaces de

aprender mas a partir de la PT2.
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Figura 3.25. Diferencias en las velocidades de natacion de las hembras. Los graficos representan los resultados de las
latencias y las velocidades de las hembras WT (n=12, morado), 3xTgAD-Null (n=5, verde), 3xTgAD-GLP1R (n=7, rojo) y
3xTgAD-IGF1R (n=8, azul) en el Morris Water Maze. Existen diferencias significativas en las velocidades de los anima-
les 3xTgAD-Null, 3xTgAD-GLP1R y 3xTgAD-GLP1R respecto a los animales WT (ANOVA de dos vias, # negro, rojo y azul,
respectivamente, p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001). También existen diferencias significativas de los animales 3xTgAD-
GLP1R y 3xTgAD-IGF1R respecto a los 3xTgAD-Null (* rojo y azul respectivamente, p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Figura 3.38. Diferencias en el aprendizaje y retencion de las hembras 3xTgAD. Los graficos representan los resultados de las
distancias nadadas por las hembras WT (n=12, morado), 3xTgAD-Null (n=5, verde), 3xTgAD-GLP1R (n=7, rojo) y 3xTgAD-IGF1R (n=8,
azul) en el Morris Water Maze. Existen diferencias significativas en las velocidades de los animales 3xTgAD-Null, respecto a los
animales WT (ANOVA de dos vias, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). También existen diferencias significativas de los animales
3xTgAD-GLP1R y 3xTgAD-IGFIR respecto a los 3xTgAD-Null (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) y WT (#p<0,05, ##p<0,01,
###p<0,001). a, La evolucidén temporal de las hembras 3xTgAD es clara durante los dos primeros dias y el Gltimo, manteniéndose
estable durante la PT2 y PT3 (ANOVA de dos vias, t, p<0,05 respecto al primer trial de cada dia, tt, p<0,01, ttt, p<0,001, tttt,
p<0,0001). b, Las hembras 3xTgAD sélo son capaces de aprender el dia de la bandera y el ultimo dia de entrenamiento. ¢, Las
hembras 3xTgAd-IGF1R son capaces de aprender en la PT2 hasta el mismo nivel de las hembras WT.
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Por lo que respecta al efecto de los tratamientos, el perfil de aprendizaje de las mismas es similar al
de las 3xTgAD-Null durante el primer dia, pero durante los dias siguientes, el perfil es muy diferente. Asi, las
tratadas con el vector AAV2/rh10-GLP1R (Figura 3.26 b) son capaces de retener lo aprendido desde el pri-
mer dia, pero luego no son capaces de aprender dia a dia, excepto en la PT4. En cambio, las hembras
3xTgAD-IGF1R (Figura 3.26 c) son capaces de retener desde la PT2 y presentan un perfil de aprendizaje
hasta la PT3.

En el analisis de la memoria espacial de las hembras, observamos que las hembras 3xTgAD-Null y
3xTgAD-GLP1R recorren una distancia mayor que las WT y las 3xTgAD-IGF1R durante el removal de las 2
horas hasta alcanzar la zona donde se encontraba la plataforma. Es decir, las hembras 3xTgAD presentan
déficits de memoria en comparaciéon con las WT, que se recuperan con el tratamiento con el vector
AAV2/rh10-IGF1R. Lo mismo ocurre con las hembras 3xTgAD-GLP1R en el removal de las 24 horas. Ademas,
también existen diferencias entre el nUmero de cruces que las hembras 3xTgAD realizan sobre la zona en la
gue se encontraba la plataforma durante el removal de las 2 horas y los de las hembras WT (Figura 3.27 a).
Con el vector AAV2/rh10-IGF1R se revierten en parte estos niveles, mientras que con el vector AAV2/rh10-
GLP1R las diferencias no son significativas respecto a los valores de las hembras 3xTgAD-Null. En el removal
a las 24 horas no existen diferencias entre los diferentes grupos de hembras inyectadas en lo que respecta
a los cruces por la zona de la plataforma. Esto podria deberse a que, debido a la experiencia del removal
previo, los animales cambian de una estrategia de busqueda focalizada al cuadrante donde se encontraba
la plataforma a una estrategia de natacion mas general (Figura 3.27 b).
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Figura 3.27. Numero de cruces que realizan las hembras sobre la zona en la que se encontraba la plata-
forma. a, Cruces de las hemrbas sobre la zona de la plataforma durente el removal de las 2 horas, se obser-
van diferencias significativas de los animales 3xTgAD-Null y 3xTgAD-GLP1R con los animales WT, y de las
hembras 3xTgAD-IGF1R con las hembras 3xTgAD-Null (ANOVA de una via, *p<0,05, ***p<0,001). b, Cruces
de las hembras por la zona de la plataforma durante el removal de las 24 horas, no se observan diferencias
significativas entre los diferentes grupos de hembras.
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Para comprobar este cambio de estrategia, analizamos, al igual que lo hicimos con los machos, las
trayectorias seguidas por las hembras en ambos removals hasta llegar por primera vez a la plataforma, y
durante los 60 segundos que dura la prueba en total. En este caso, descubrimos, en primer lugar, que las
hembras, en general, con independencia del genotipo y el tratamiento, no van tan directas hacia la zona

donde deberia encontrarse la plataforma como lo hacen los machos, como ya se refleja en una mayor dis-
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Figura 3.39. Estrategias de busqueda de la plataforma de las hembras durante las dos pruebas del removal. a, Trayectorias
representativas de las hembras durante el removal de las 2h hasta el momento en que pasa por primera vez por la zona donde se
encontraba la plataforma (al) y al final de los 60 segundos que dura la prueba (a2). b, Trayectorias representativas de las hem-
bras durante el removal de las 24h hasta el momento en que pasa por primera vez por la zona donde se encontraba la plataforma
(b1) y al final de los 60 segundos que dura la prueba (b2).

tancia recorrida durante la prueba. Ademads, para las hembras, a diferencia de los machos, si se observan

diferencias de genotipo en la trayectoria que describen hasta pasar por primera vez por la zona de la plata-



forma, pues no van directas y posteriormente la busqueda la centran en un cuadrante erréneo, lo que indi-
ca los problemas de memoria espacial de las hembras 3xTgAD en comparacién con las hembras WT, asi
como con los machos 3xTgAD. Por otra parte, tras no encontrar la plataforma donde deberia estar, su bus-
gueda no es tan focalizada como la de los machos y se observa una tendencia a ampliar la budsqueda por
otras zonas desde el removal de las 2 h, especialmente en las hembras WT y las 3xTgAD-IGF1R. En el remo-
val de las 24h, en cambio, aunque las trayectorias iniciales hasta llegar por primera vez a la zona de la plata-

forma son similares a las del dia anterior, la busqueda posterior abarca toda la piscina en todos los grupos.

Lo que podemos concluir de todo esto es que las hembras 3xTgAD presentan déficits cognitivos (re-
lativos tanto a la capacidad de aprendizaje, como a la memoria espacial y la flexibilidad cognitiva) cuando
se comparan con hembras WT, y el tratamiento con el vector AAV2/rh10-IGF1R hace que se reviertan estos

déficits, pero el efecto no es tan claro con el vector AAV2/rh10-GLP1R.

3.3. Analisis de la expresion virica por PCR cuantitativa.

Al finalizar el analisis sobre el comportamiento y capacidades cognitivas de los animales inyectados,
éstos fueron sacrificados por decapitacién, y la mitad del cerebro de cuatro animales de cada grupo fue
fijada en paraformaldehido 4% para realizar cortes histoldgicos. La otra mitad de estos cerebros y los del
resto de animales de cada grupo se utilizaron para diseccionar el cdrtex prefrontal y el hipocampo. Con
estas secciones se llevé a cabo una extracciéon de RNA para realizar fue una PCR cuantitativa y conocer has-
ta qué punto habiamos conseguido aumentar la expresién de IGF-1R y GLP-1R en los animales inyectados

(Figura 3.29).

Lo que pudimos observar fue que, en el caso de los machos, se consigue una mayor sobreexpresién
de ambos genes en el cortex prefrontal, y no en hipocampo. Teniendo en cuenta que las alteraciones en el
comportamiento como la ansiedad y la apatia se relacionan con la funcionalidad del cértex prefrontal y sus
conexiones con la amigdala, ésta podria ser la razén por la que los machos 3xTgAD tratados presentan poco

efecto del tratamiento a nivel de memoria y capacidad de aprendizaje, pero si que revierten los BPSD.

En cambio, en las hembras pasa al contrario, si que se consigue elevar los niveles de expresién de
IGF-1R y GLP-1R en hipocampo pero no en el cértex prefrontal, y en el caso de las hembras 3xTgAD-IGF1R si
gue se consigue mejorar las habilidades cognitivas (asociadas a la funcionalidad del hipocampo) en compa-

racién con las hembras 3xTgAD-Null.

Se desconocen las causas que podrian provocar estas diferencias en la efectividad de sobreexpre-
sién de los transgenes en las diferentes dreas inyectadas en funcién del género del animal, puesto que la
metodologia fue siempre la misma y no se esperan, a priori, problemas para la expresidn de los transgenes.
No obstante, algunos estudios demuestran que la biodistribucién y la eficiencia en la transduccion de los

vectores adenoasociados puede depender del género del animal cuando se admisnitran por via sistémica



(Paneda et al.), por lo que no es descartable que a nivel del CNS también existan diferencias para la trans-

duccién de neuronas de diferentes areas cerebrales.
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Valores Cq Machos HC
WT-Null 3xTgAD-Null 3xTgAD-IGF1R 3xTgAD-GLP1R
Actina 17,12+0,39 16,62+0,60 16,45+0,24 17,32+0,89
IR 25,28+0,28 25,42+0,34 25,45+0,29 25,18+0,62
IGF-1R 24,92+0,30 25,16+0,61 24,90+0,69 25,56+0,70
GLP-1R 28,71+2,13 29,10£1,15 29,58+0,33 24,68+1,19
IRS-2 24,82+0,30 24,88+0,51 24,66+0,31 24,21+0,21
Valores Cqg Hembras HC
WT-Null 3xTgAD-Null 3xTgAD-IGF1IR 3xTgAD-GLP1R
Actina 16,14+0,55 16,39+0,36 17,21+1,00 16,54+0,23
IR 24,40+0,33 24,14+0,23 23,95+0,06 24,28+0,25
IGF-1R 24,02+0,22 23,89+0,61 22,84+1,30 24,34+0,42
GLP-1R 29,35+0,20 29,69+2,56 28,84+2,03 22,2442 .38
IRS-2 23,81+0,39 23,75+0,15 23,67+0,32 23,57+0,25
Valores Cqg Machos PF
WT-Null 3xTgAD-Null 3xTgAD-IGF1IR 3xTgAD-GLPIR
Actina 17,55+0,56 17,14+0,45 16,97+0,42 17,29+0,57
IR 25,65+0,45 25,59+0,29 25,63+£0,41 25,60+0,30
IGF-1R  25,44+0,47 25,23+0,28 23,34+1,23 25,12+0,30
GLP-1R 32,04+1,10 32,37+3,10 29,19+0,47 22,89+0,39
IRS-2 26,39+0,59 25,86+0,21 25,58+0,51 26,21+0,58
Valores Cq Hembras PF
WT-Null 3xTgAD-Null 3xTgAD-IGF1R 3xTgAD-GLP1R
Actina 17,96+0,56 16,98+0,29 17,54+1,01 17,81+0,39
IR 25,56+0,43 26,23+0,08 26,64-+0,80 25,76+0,14
IGF-1R 24,99+0,41 25,43+0,29 25,71+1,19 25,41+0,29
GLP-1R 32,40+1,33 32,85+0,95 33,85+1,32 25,38
IRS-2 25,22+0,44 26,02+0,25 26,85+0,62 25,65+0,31

Figura 3.29. Sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R mediante la inyeccidn de vectores de terapia génica en hipocampo y cértex
prefrontal de animales 3xTgAD. Se analizo la sobreexpresion de GLP-1R e IGF-1R en el hipocampo (a) y cértex prefrontal (b) de
los machos(1) y hembras (2) inyectados. Los graficos representan la media + la desviacién estandar del cambio en la expresion
respecto al WT-Null para cada gen. En las tablas se representan las medias + desviacién estandar de las Cgs.



En cualquier caso, podriamos concluir que la sobreexpresion de IGF-1R en hipocampo consigue me-
jorar los déficits de memoria en hembras 3xTgAD, al mismo tiempo que la sobreexpresion de GLP-1R en

cortex prefrontal previene la aparicién de algunos BPSD.

3.4.Efecto sobre la histopatologia del cerebro de la AD.

Para el estudio histologico de los cerebros de los animales inyectados, se realizaron diferentes in-
munohistoquimicas. Los anticuerpos que se utilizaron para ello fueron el anti-AB 6E10, anti-tau humana
fosforilada AT180, anti-Ibal y anti-NeuN. Asi comprobamos que en los machos 3xTgAD, cuya afectacién por
los depdsitos amiloides es menor que en el caso de las hembras, se consigue mas facilmente una reduccién
de la patologia amiloide, especialmente en el grupo 3xTgAD-GLP1R (Figura 3.30 a). En cambio, en las hem-
bras es mas dificil de ver este efecto, y aunque en ambos grupos tratados existen animales con menos pla-
cas, esto también ocurre en el grupo sin tratar, por lo que no lo consideramos significativo (Figura 3.30 b).
En cambio, en relacidén a la patologia por la acumulacion de tau fosforilada, los efectos mas claros los ob-
servamos en las hembras 3xTgAD-IGF1R, y en los machos no observamos diferencias (Figura 3.31). Es decir,
los efectos positivos de la sobreexpresion de GLP-1R en el cértex prefrontal de los machos podria tener un
efecto en la reduccién de la patologia amiloide del cerebro y reducir, por tanto, la deposicién de placas
amiloides en hipocampo. En cambio, la sobreexpresién de IGF-1R en el hipocampo de las hembras, parece

estar mas relacionada con la reduccion de la acumulacién de la proteina tau fosforilada.

Por otra parte, con el analisis de la microglia activada mediante el uso del anticuerpo anti-lbal,
descubrimos que la neuroinflamacién del hipocampo de los animales 3xTgAD se reduce en los machos
3xTgAD-GLP1R, coincidiendo con la reduccion de la acumulacion de placas amiloides (Figura 3.33 a). Tam-
bién se reduce la neuroinflamacion del hipocampo (Figura 3.33 b), asi como la de la amigdala (Figura 3.34

b), en las hembras 3xTgAD-IGF1R y en las 3xTgAD-GLP1R.

Finalmente, con el anticuerpo anti-NeuN pudimos observar una pérdida de densidad neuronal tan-
to en machos como en hembras 3xTgAD al compararlos con los animales WT. El tratamiento con los vecto-
res AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R consiguen revertir parte de esta pérdida de densidad neuronal
(Figura 3.35).

Es decir, se puede concluir que los efectos observados en el comportamiento y memoria de los ma-
chos 3xTgAD-GLP1R y las hembras 3xTgAD-IGF1R, se debe a una reduccién de la histopatologia del cerebro
asociada a la AD, reduciéndose la neuroinflamacién, la acumulacién de los dos marcadores propios de la
AD, la proteina amiloide y la proteina tau fosforilada, y todo ello evita la pérdida neuronal asociada a esta

patologia.
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Figura 3.30. Reduccion moderada de la patologia amiloide en animales 3xTgAD inyectados con AAV2/rh10-IGF1R.
Cortes sagitales de cerebro de machos WT, 3xTgAD-Null, 3xTgAD-GLP1R, 3xTgAD-GLP1R (a) y hembras WT, 3xTgAD-
Null, 3xTgAD, y 3xTgAD-GLP1R (b), hibridados con un anticuerpo anti-Ap (6E10) y un anticuerpo secundario anti-
mouse Alexa Fluor (rojo). Fotografias del hipocampo, objetivo 20x.
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Figura 3.31. Reduccién de la acumulacién de proteina tau fosforilada en las hembras 3xTgAD inyectadas con el
vector AAV2/rh10-IGF1R. Cortes sagitales de cerebro de machos WT, 3xTgAD-Null, 3xTgAD-GLP1R, 3xTgAD-GLP1R
(a) y hembras WT, 3xTgAD-Null, 3xTgAD, y 3xTgAD-GLP1R (b), hibridados con un anticuerpo anti-Tau (AT180) y un
anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor (rojo). Fotografias del cortex, objetivo 20x.
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Figura 3.32. Reduccidn de la neuroinflamacién en hipocampo en animales 3xTgAD inyectados con AAV2/rh10-
IGF1R y AAV2/rh10-GLP1R. Cortes sagitales de cerebro de machos WT (al), 3xTgAD-Null (a2), 3xTgAD-GLP1R
(a3), 3xTgAD-GLP1R (a4) y hembras WT (b1), 3xTgAD-Null (b2), 3xTgAD (b3), y 3xTgAD-GLP1R (b4), hibridados
con un anticuerpo anti-lbal y un anticuerpo secundario anti-rabbit Alexa Fluor (rojo). Fotografias del hipocam-
po, objetivo 20x.
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Figura 3.3340. Reduccidn de la neuroinflamacion en la amigdala de los animales 3xTgAD tratados. Cortes sagi-
tales de cerebro de machos WT (al), 3xTgAD-Null (a2), 3xTgAD-GLP1R (a3), 3xTgAD-GLP1R (a4) y hembras WT
(b1), 3xTgAD-Null (b2), 3xTgAD (b3), y 3xTgAD-GLP1R (b4), hibridados con un anticuerpo anti-lbal y un anti-
cuerpo secundario anti-rabbit Alexa Fluor (rojo). Fotografias de la amigdala, objetivo 20x.
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Figura 3.34. Mejora en la densidad neuronal en el cértex de los animales 3xTgAD tratados. Cortes sagitales de
cerebro de machos WT (al), 3xTgAD-Null (a2), 3xTgAD-GLP1R (a3), 3xTgAD-GLP1R (a4) y hembras WT (b1),
3xTgAD-Null (b2), 3xTgAD (b3), y 3xTgAD-GLP1R (b4), hibridados con un anticuerpo anti-NeuN y un anticuerpo
secundario anti-mouse Alexa Fluor (rojo). Fotografias del cortex, objetivo 20x.



IV.DISCUSION







1. Enfermedad de Alzheimer y Resistencia a la Insulina en CNS

La enfermedad de Alzheimer es el principal tipo de demencia en adultos mayores de 65 afos, y se
caracteriza por la acumulacion intra y extraneuronal del péptido B-amiloide (AB), que se deposita en forma
de placas amiloides. La segunda caracteristica de la AD es la hiperfosforilacion o fosforilacion andmala de la

proteina tau, una proteina de unién a los microtubulos, provocando su agregacion en ovillos neurofibrilares.

Se estima que la AD afecta en la actualidad a mas de 24 millones de personas en el mundo y esta
previsto que cuadruplique en 2050 (Reitz and Mayeux, 2014). Se trata de un problema de gran importancia,
no solo por los costes econdmicos (el 1% del PIB mundial), sino también porque, debido a las caracteristicas

de la enfermedad, afecta a la calidad de vida de los pacientes, pero también a la de los familiares.

Aunque existen numerosas teorias acerca de las causas que provocan el desarrollo de la AD, lo cierto
es que ésta es una enfermedad multifactorial, en la que converge la disfuncién de varios sistemas que, por
otra parte, parecen depender unos de otros y, por tanto, es dificil establecer una Unica causa primigenia. La
hipdétesis colinérgica, segun la cual, la destruccién de las neuronas colinérgicas es la principal causa del desa-
rrollo de la enfermedad, es una de las mas extendidas y, de hecho, los tratamientos actuales se basan en
administracién de inhibidores de la colinesterasa. No obstante, estos tratamientos no han demostrado ser

tan eficaces como prometian en un principio, y sélo muestran cierta eficacia en las primeras fases de la AD.

Existen otros muchos factores que influyen en el desarrollo de la AD, y en los Ultimos afios se ha es-
tudiado extensamente el papel de la diabetes mellitus como un factor de riesgo para el desarrollo de AD. Asi,
entre pacientes con DM, la prevalencia de la AD es de 1,5 a 2 veces mayor que entre personas sin DM, y ocu-
rre lo mismo en sentido contrario, la prevalencia de la DM es del 82% en pacientes de AD, frente al 42% en

personas sin AD. Concretamente, la resistencia a la insulina es mayor en pacientes de AD sin el alelo ApoEe4.

La DM es una enfermedad que afecta a 347 millones de personas y segun las predicciones de la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS), en 2030 sera la séptima causa de muerte en el mundo. Ademas, la
DM provoca otros problemas, como la enfermedad cardiovascular, neuropatia y retinopatia diabética. Todas
estas razones hacen que se haya invertido mucho en la investigacion de farmacos para la diabetes. Algunos
de ellos, como la rosiglitazona, la metoformina, la liraglutida y la exenatida se han probado en estudios de
memoria con pacientes de AD con diferentes resultados. Asi, mientras que la metformina aumenta la sintesis
del péptido AB (Chen et al., 2009), la rosiglitazona colabora en la salida de estos péptidos del Sistema Ner-
vioso Central (CNS) a través de la Barrera Hematoencefalica (BBB) al aumentar la expresidn del LRP1, uno de
los transportadores del AB hacia la periferia. En cuanto a la liraglutida y la exenatida, ambos son andlogos del
GLP-1y ambos se han mostrado capaces de mejorar la memoria en ratones (McClean et al., 2010), (Porter et

al., 2010 Met 2010), (Isacson et al., 2011).



También se ha demostrado un efecto beneficioso sobre la memoria tras la administracidn de insulina
por via intravenosa en personas sanas (Kern et al., 2001) y en pacientes de AD (Craft et al., 1996), (Craft et
al., 1999a), (Craft et al., 2003). Esta técnica presenta el inconveniente de provocar una hipoglucemia a me-
nos que se administre glucosa de forma simultanea a la insulina (Kern et al., 2001). Para evitar esto, se ha
probado también la administracién intranasal, que también ha demostrado ser efectiva en la mejora de la
memoria en personas sanas (Benedict et al., 2004) asi como en pacientes de AD (Reger et al., 2008). De he-
cho, se ha demostrado que tanto la insulina como el IGF-1 y el GLP-1 (cuyas vias de sefializacidon presentan
numerosos puntos en comun) pueden actuar a nivel del CNS como factores de crecimiento, neuroproteccion

y moduladores de la plasticidad sinaptica.

Se han realizado numerosos estudios para dilucidar la causa de la resistencia a la insulina en los pa-
cientes de AD. Muchos de ellos coinciden en que los niveles de los receptores de insulina (IR), IGF-1 (IGF-1R)
y GLP-1 (GLP-1R), asi como los niveles de otras proteinas de la via de sefializacién de los mismos, como IRS-2,

se encuentran alterados tanto en pacientes de AD como en los modelos animales de AD.

Existen diferentes modelos animales para el estudio de la AD, entre los que destaca el modelo triple
transgénico (3xTgAD), producido en el laboratorio del Dr. LaFerla en 2003 y que expresa los transgenes hu-
manos APPsye, Taupso1. Y PSmussy, todas ellas, mutaciones encontradas en los pacientes de AD. Se trata de un
modelo muy completo, que mimetiza muy bien los sintomas de los pacientes de AD, tanto desde el punto de
vista histopatoldgico como por las caracteristicas psiquidtricas y de comportamiento. En 2004 se creé una
colonia espanola de este modelo en la Unidad de Psicologia Médica del Instituto de Neurociencias de la UAB

y, por todo ello, decidimos utilizar este modelo para llevar a cabo nuestros estudios.

En primer lugar, nos interesaba saber si las alteraciones en los niveles de los receptores de IR, IGF-
1R, GLP-1R e IRS-2 se daban también en el modelo 3xTgAD y si éstas son causa o consecuencia de la patolo-
gia de la AD. De manera que comenzamos analizando los niveles de dichos receptores en muestras de ani-
males machos 3xTgAD y WT de 6 meses de edad, que se corresponde con la etapa prodromal (asintomatica)
de la AD en este modelo. Para ello, diseccionamos el cerebro en 7 areas diferentes (hipocampo, hipotalamo,

bulbo olfatorio, cértex prefrontal, motor y entorrino, y cerebelo).

Lo que observamos fue que los niveles de las cuatro proteinas analizadas por western blots no dife-
rian significativamente entre los animales 3xTgAD y los animales WT, excepto en cerebelo, donde los niveles
de IGF-1R e IRS-2 descienden significativamente en los animales 3xTgAD en comparacion con los animales

WT.

En el trabajo publicado en 2010 por Moloney et al., se reportaba, en el modelo Tg2576, un aumento
a los 18 meses de edad en los niveles de IGF-1R de los astrocitos que rodean las placas amiloides, pero un
descenso en los niveles encontrados en neuronas. En cambio, los estudios de Liu et al. en 2011 y de Talbot et

al. en 2012, donde utilizan la técnica del western-blot a partir de homogenados de proteinas de hipocampo y



cerebelo, como ocurre en nuestro caso, no encuentran diferencias en los niveles de IGF-1R total entre pa-
cientes de AD y personas sanas. Asi pues, es posible que en estos casos, las diferencias estén enmascaradas
por el cambio en el perfil de expresion de los receptores entre los distintos tipos celulares del cerebro. Ade-
mas, la mayoria de los estudios publicados utilizan muestras de pacientes de AD en un estado de la enfer-
medad avanzado (etapas Braak4-6), mientras que nuestros resultados en este analisis corresponden a ani-

males en la etapa prodromal.

Por tanto, podriamos concluir que, a la vista de esto, a los 6 meses de vida de los ratones 6xTgAD no
existen diferencias evidentes en los niveles de los receptores estudiados que puedan actuar como los res-
ponsables en el inicio de la enfermedad, y que futuros cambios en dichos niveles podrian entenderse como
una consecuencia de todos los cambios que tienen lugar en el cerebro de los animales 3xTgAD, mas que
como una causa de los mismos. Segun este razonamiento, y a la vista de nuestros resultados, también se
podria deducir que la expresidén de IGF-1R e IRS-2 en el cerebelo es particularmente sensible a estos cam-

bios.

Por otra parte, los estudios de Rivera et al. y de Steen et al., ambos realizados en 2005 en el labora-
torio de la Dra. Suzanne M. de la Monte, muestran un descenso en los niveles del mRNA de IR e IGF-1R en
muestras de pacientes de AD (etapas Braak 4-6) al compararlos con muestras de pacientes sanos, y que esta
reduccion correlaciona con el avance de la enfermedad, especialmente con el avance de la patologia de la
proteina tau. De manera que el siguiente paso era analizar los niveles del mRNA de IR, IGF-1R, GLP-1R e IRS-2
en animales 3xTgAD y WT a diferentes edades. Concretamente, seleccionamos la edad de 6 meses, de la que
ya disponiamos los datos relativos a los niveles de proteinas; también decidimos analizar la expresién a 9
meses, edad a la que, segun los estudios de Oddo et al., ya se puede observar placa difusa en el hipocampo
de los animales 3xTgAD. Por ultimo, nos interesaba la edad de 12 meses, cuando, segin el mismo estudio de
Oddo et al., se encuentran placas evidentes en hipocampo. Se descarté analizar edades mds avanzadas debi-
do a que, a partir de 12 meses, la supervivencia de los animales 3xTgAD cae significativamente, por lo que

los resultados podrian estar sesgados.

De esta manera descubrimos que, en contra de lo esperado, mientras que a nivel de mRNA no ob-
servamos diferencias en la expresidn de los genes analizados entre animales 3xTgAD de 6 meses respecto a
controles WT de la misma edad, esta expresién tiende a aumentar con la edad en la mayoria de las areas
estudiadas (excepto en hipotalamo), tanto en los animales WT como en los animales 3xTgAD. Ademas, al
comparar la expresién de los animales 3xTgAD con la de los animales WT, se observa un aumento significati-
vo en la expresion de IGF-1R y de IRS-2 en diferentes areas a la edad de 9 meses, diferencias que desapare-

cen cuando los animales tienen 12 meses de edad.

Una posible explicacidén a este perfil de expresién podria ser que se trate de un efecto de compensa-

cion que se dispara entre los 6 y los 9 meses de edad como consecuencia de un descenso en la actividad del



receptor IGF-1R. De hecho, si bien los estudios de Li et al. y Talbot et al. mencionados anteriormente mos-
traban que los niveles de IGF-1R no varian, si que lo hacen los niveles de proteinas intermedias de la via de
sefializacion, como IRS-1, Akt, PKC y mTOR en su estado activado (fosforilado), asi como la capacidad de res-
puesta de IR e IGF-1R a una estimulacién ex vivo con insulina e IGF-1 respectivamente. De hecho, segun el
estudio de Xie et al. en 2002, los ADDLs compiten con la insulina por unirse al IR (Xie et al.), e, incluso, segun
los resultados de DeFelice et al. en 2009, inducen la internalizacidon de los mismos desde la membrana celu-
lar de la neurona en cultivos de neuronas de hipocampo (De Felice et al.), afectando todo ello a la activacidn

de la via de sefializacién del mismo.

Asi pues, nos propusimos analizar los niveles de IGF-1R total y fosforilado en muestras de proteinas
de los mismos animales de 9 y 12 meses empleados en el analisis de expresidn, y descubrimos que el cerebe-
lo es nuevamente la zona donde se encuentran los mayores cambios, y que el aumento de expresidon que
habiamos visto a nivel de mRNA a los 9 meses se repite, y es alun mas acusado, a nivel de proteinas. También
se mantiene, aunque en menor grado, en los animales de 12 meses de edad. Este aumento de los niveles
IGF-1R total consigue compensar, sélo parcialmente, el brusco descenso que experimenta la proporcién de
IGF-1R fosforilado respecto al total, haciendo que los niveles totales de fosforilacidn, a pesar de que conti-
ndan siendo muy bajos en los animales 3xTgAD en comparacién a los animales WT, no lo sean tanto. En
cambio, en hipocampo ocurre lo contrario. Como habiamos visto, su expresién a nivel del mRNA no difiere
significativamente entre los animales 3xTgAD y WT, pero a nivel proteico experimenta una significativa re-
duccién en los animales 3xTgAD, tanto a 9 como, especialmente, a 12 meses. En cambio, los niveles de IGF-
1R fosforilado no se reducen tanto, debido a que, proporcionalmente, el IGF-1R que queda, se encuentra

mas fosforilado.

Una explicacion a este comportamiento tan diferente entre hipocampo y cerebelo podria deberse a
la disposicién anatémica de ambas areas. Asi, el hipocampo se encuentra muy cerca de los érganos circun-
ventriculares (CVOs), donde la entrada de la insulina o IGF-1 desde la periferia estd facilitada a través del
epitelio del plexo coroide. Esto permite que la concentracién de insulina en los CVOs y, posiblemente, en
hipocampo, sea mayor que en el resto de cerebro, por lo que, el efecto descrito por Xie et al., no sera tan
importante, y predominara el efecto en la reduccidn de la activacién de la via de la insulina debido a la inter-
nalizacion de los IR provocada por los ADDLs (De Felice et al.). Es decir, los defectos en la via de sefializacion
de la insulina/IGF-1 se debe a un descenso en la cantidad de IGF-1R en la membrana de las neuronas de hi-
pocampo. En cambio, en el cerebelo, mas alejado del plexo coroideo, la concentracién de insulina e IGF-1 es
menor, lo que lo convierte en un érgano mas sensible a la competencia entre ADDLs e insulina. Por tanto,
seria posible que, de forma natural, se incremente la expresién del IGF-1R para compensar la interferencia
que los ADDLs provocan en la activacién de la via de la insulina/IGF-1. Para demostrar esto, seria necesario

realizar un estudio histoldgico sobre la concentracién de insulina en las diferentes dreas cerebrales de los



animales 3xTgAD a las diferentes edades analizadas, pero esto se escapa de los objetivos de la presente tesis

doctoral.

No obstante, para comprobar si la evolucion temporal de los cambios de las diferentes formas de
IGF-1R correlaciona con la evolucién de los cambios histopatoldgicos propios de la AD, realizamos un estudio
histopatoldgico de muestras de animales WT y 3xtgAD de 4, 6, 9 y 12 meses para estudiar los niveles de AB
en la CAl de hipocampo. De esta manera pudimos demostrar que los niveles de A intraneuronal alcanzan
su maximo a los 6 meses de edad de los animales 3xTgAD, lo que coincide con las observaciones de Oddo et
al. en 2006. A los 12 meses, la acumulaciéon del AR cambia de una localizacién intraneuronal a una localiza-
cidn extraneuronal, formando depdsitos en forma de placas. Estos datos apoyan la hipdtesis de que la acu-
mulacidn intraneuronal de A3 a 6 meses podria ser la causa que provoca una cadena de efectos que provoca
finalmente los cambios en la expresién de IGF-1R entre los 6 y los 9 meses de edad. De hecho, los resultados
de Garcia-Mesa et al. en 2011 demuestran que las alteraciones debidas al estrés oxidativo se disparan en el
modelo 3xTgAD a partir de los 7 meses de edad (Garcia-Mesa et al.). También se ha comprobado que en el
modelo 3xTgAD tiene lugar la sobreexpresidn de enzimas antioxidantes a diferentes edades, de manera que
los niveles de la NAD(P)H:quinona oxido-reductasa 1(NQO1) aumentan a los 2 meses de edad, la superdxido
dismutasa 1 (SOD1) a los 4 meses y Sirtuina 1 (SIRT1) a los 6 meses de edad (Garcia-Mesa et al.). De manera
gue tendria sentido que, a edades mas avanzadas, se disparen mecanismos auxiliares que protejan al cere-
bro de las lesiones oxidativas e inflamatorias. El IGF-1, mediante la unién a su receptor, es capaz de proteger
al cerebro del estrés oxidativo estimulando la expresién de SOD1. Sin embargo, la sintesis de IGF-1 en el
higado y las células de la musculatura vascular esta regulada por diferentes factores endocrinos y un aumen-
to en su produccién tendria un efecto sistémico. En cambio, el aumento de la expresién del IGF-1R en el ce-

rebro supone un mecanismo especifico, local y eficaz de neuroproteccion.

Por otra parte, la presencia de AB en el espacio extraneuronal en la CA1 de hipocampo a los 12 me-
ses de edad de los animales 3xTgAD coincide con el mayor descenso observado en los niveles de IGF-1R total
en hipocampo, lo que apoya la hipdtesis de que el AB provoca la internalizacidn del mismo. En cuanto a la
histopatologia asociada a la proteina tau, se observa un maximo a los 12 meses de edad de los animales
3xTgAD, coincidiendo con las observaciones de Oddo et al., segun el cual la acumulacién de AP precede a la

formacion de los ovillos neurofibrilares (NFT)(Oddo et al.).

En definitiva, segln los resultados obtenidos, nuestra hipdtesis es que el la acumulacién extraneuro-
nal de AB podria inducir la internalizacion del IGF-1R en el hipocampo de los animales 3xTgAD y, debido a las
funciones de la via de sefializacion de la insulina/IGF-1, esto podria contribuir a los procesos degenerativos
gue tienen lugar en la AD y, por tanto, a los déficits cognitivos asociados. Por otra parte, puesto que en cere-
belo parece existir un mecanismo natural por el cual la expresion de IGF-1R aumenta ante un descenso en la

activacion de su via de sefializacién, nos propusimos emplear herramientas de terapia génica para aumentar



la expresion de IGF-1R (sobreexpresar) en hipocampo. De esta manera pretendiamos comprobar si un au-
mento en la via de sefializacién de la insulina/IGF-1R produce un efecto de neuroproteccidn suficiente como
para restaurar parte de los problemas de conducta de los animales 3xTgAD. Por otra parte, también tenia-
mos interés en conocer el efecto de una reduccidn significativa en la expresion de IR/IGF-1R en el inicio de la

AD mediante el uso de técnicas de silenciamiento génico (shRNAs).

2 Desarrollo de herramientas de Terapia Génica

Para llevar a cabo los experimentos de silenciamiento y sobreexpresion necesitdbamos, en primer
lugar, disefiar una estrategia adecuada, incluyendo la eleccion de un vector que nos permitiera la transduc-
cidon de neuronas de forma estable en el tiempo. De entre las diferentes técnicas empleadas actualmente
para la transduccién génica, los vectores virales son los que permiten una mayor eficiencia y especificidad,

teniendo en cuenta que los distintos serotipos virales suelen tener tropismos diferentes.

Los vectores adenoasociados (AAVs) se caracterizan por tener un genoma de 4,7kb, con dos marcos
de lectura: 1, rep, que codifica las proteinas responsables de la replicacién del virus; y 2, cap, con la secuen-
cia codificante de las proteinas de la cdpside. El genoma de los AAVs también presenta sendas secuencias de
repeticiones invertidas en ambos extremos (ITRs). Estas secuencias le permiten integrarse en el genoma del
huésped, asegurando una expresion del transgén estable en el tiempo. Existen diferentes serotipos de AAVs,
cada uno de los cuales presenta una especificidad concreta para la transduccidon de determinados tipos celu-
lares. Asi, puesto que el AAV2 es el mas estudiado y que el AAVrh10 ha demostrado ser muy eficiente en la
transduccién de neuronas, escogimos el vector pseudotipado AAV2rh10 (es decir, con las ITRs y los genes

rep del AAV2, y los genes cap del AAVrh10), para la realizacion de nuestro estudio.

En cuanto a los transgenes, para el experimento de silenciamiento se disend una bateria de shRNAs
para el silenciamiento de IGF-1R, se clonaron en un plasmido disefiado en nuestro laboratorio con esta fina-
lidad y se selecciond el mas eficiente para el silenciamiento in vitro, con una eficiencia de hasta el 60%. Tam-

bién disponiamos en el laboratorio de un shRNA para el silenciamiento de IR, disefiado por Anna Massé.

Respecto al experimento de sobreexpresidn, inicialmente nos planteamos producir vectores con los
transgenes del IR, el IGF-1R y el GLP-1R. En nuestro laboratorio disponemos de diferentes plasmidos de ex-
presidn que contienen las ITRs necesarias para la produccion de AAVs. Estos son el pGG2, el pGV y el pCAG-
WPRE. Los dos primeros contienen el promotor del citomegalovirus (CMV), y el segundo, el promotor y los
elementos reguladores del gen de la B-actina de pollo (CAG). Este Ultimo promotor es mas potente que el
CMV, pero la distancia entre ITRs del vector (3,3Kb) también es mayor que la de los plasmidos pGV o pGG2
(1,3Kb y 1,7Kb, respectivamente), lo que hace que el pCAG-WPRE tenga menor capacidad para el transgén
que el pGV y el pGG2. Asi pues, debido al tamafio de los transgenes (1,4Kb el GLP-1R, 4Kb el IGF-1R y 4,1 Kb



el IR) se decidié clonar el cDNA del IGF-1R en el pGV y el cDNA del GLP-1R en el pCAG. El IR se descartd por-
gue su tamano es mas grande del tamafio dptimo para la generacién de AAVs (5,5Kb entre ITRs en lugar de
4,7Kb). Las pruebas in vitro de los vectores AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R muestran que ambos vec-

tores son funcionales.

En cuanto a la via de administracidn, puesto que nuestra intenciéon era comprobar si era posible ge-
nerar un efecto beneficioso sobre la memoria y el comportamiento de los animales 3xTgAD, era necesario
transducir especificamente aquellas areas cerebrales relacionadas con estas funciones, es decir, principal-
mente, hipocampo y cértex prefrontal respectivamente. Por tanto, era necesario realizar una administracién

intracraneal en dichas areas, mediante el uso de un aparato estereotaxico.

Para el disefio experimental, nos basamos en los resultados inmunohistoquimicos de los animales de
4 a 12 meses. Segun éstos, y en concordancia con los resultados reportados por Hirata-Fukae et al. en 2008,
las hembras presentan una patologia AB en la CA1 de hipocampo mas severa que los machos, y a 4 meses ya
se observa su acumulacién intraneuronal. La evolucién temporal de la acumulacién intraneuronal de AB que
observamos en este estudio coincide con los resultados de Oddo et al. en 2006, segun los cuales, entre los 2
y los 12 meses del modelo 3xTgAD, la edad a la que la AB intraneuronal es maxima es a los 6 meses (Oddo et
al.). Por otra parte, parece evidente que, para conseguir ver las posibles diferencias provocadas por el efecto
del silenciamiento de IR/IGF-1R serd mas facil cuando la sefial no estd saturada, es decir, a los 4 meses de
edad. Asi pues, para el experimento de silenciamiento, decidimos inyectar los vectores en el hipocampo de

hembras de 2 meses y analizar los efectos del silenciamiento de IR/IGF-1R a los 4 meses de edad.

Por otra parte, a 12 meses encontramos numerosos depdsitos de placas amiloides en hembras y se
observan diferencias significativas con los depdsitos que presentan los machos. También es a 12 meses
cuando la acumulacidn de proteina tau fosforilada en cértex comienza a ser evidente, por lo que, al igual que
en los estudios de Oddo et al. de 2003, la patologia amiloide precede en nuestra colonia a la patologia de la
proteina tau, apoyando la teoria de la cascada amiloide (Oddo et al.). A la vista de estos resultados, decidi-
mos llevar a cabo el experimento de sobreexpresion tanto en machos como en hembras antes de que la
acumulacién intraneuronal de AB alcance su mdximo, y evaluar sus efectos cuando sabemos que la patologia
estd bien establecida en los animales 3xTgAD, es decir, cuando éstos cumplan los 12 meses de edad. Asi,
inyectamos los vectores AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R en el hipocampo y el cortex prefrontal de
animales 3xTgAD de 5 meses de edad, y 7 meses mas tarde analizamos la conducta y las habilidades cogniti-
vas de los animales inyectados. A modo de control, también inyectamos animales WT y 3xTgAD con un vec-

tor AAV2/rh10-Null.

Existen pocos estudios en los que analicen la conducta de las hembras 3xTgAD, pero en humanos, la
incidencia de la AD es mayor en las mujeres que en los hombres en todas las franjas de edad (4,7% frente a

2,6% en pacientes mayores de 65 afios (Zandi et al., 2002), 19,6% frente a un 12,4% en pacientes mayores de



75 afios y 86,7% frente al 15% en pacientes mayores de 90 anos (Fratiglioni et al., 1997)). Asi pues, la impor-
tancia de nuestro estudio radica no sélo en que es la primera vez que se demuestra un efecto del IGF-1R y el
GLP-1R en un modelo de AD, sino que, ademas, se lleva a cabo tanto en machos como en hembras, y se
comparan las diferencias de comportamiento entre ellos y las diferencias de ambos tratamientos debidas al

sexo.

3 Efecto del IGF-1R y el GLP-1R en animales 3xTgAD

En primer lugar, se ha demostrado que el silenciamiento de la via de la Insulina/IGF-1R en hembras
3xTgAD provoca un aumento significativo de la histopatologia de A en hipocampo a los 4 meses de edad. Es
decir, se puede concluir que la razén por la que la resistencia a la insulina es un factor de riesgo para el desa-
rrollo de la AD es porque provoca un aumento en la acumulacidn intraneuronal del péptido AB en las etapas

iniciales de la patologia.

Por otra parte, para el andlisis del efecto de la sobreexpresién de IGF-1R y GLP-1R en animales
3xTgAD, se ha utilizado una bateria de pruebas de conducta y memoria, asi como andlisis histolégicos y bio-
guimicos. Antes de proceder a la bateria de pruebas de conducta, se comprobé el estado fisico de los anima-
les, analizando su equilibrio, coordinacién, fuerza fisica y resistencia, coordinacién motora y capacidad vi-
sual. No se observan déficits significativos en las capacidades sensoriomotoras de los animales 3xTgAD sin
tratar ni los 3xTgAD tratados, excepto por lo que respecta a un descenso en la latencia de caida de las hem-
bras 3xTgAD-Null en la barra metdlica. No obstante, los animales permanecen inmdviles, tanto en la barra
metdlica como en la de madera, por lo que la evaluacién de la coordinacién motora en estas pruebas no es
posible y esto sélo puede realizarse a partir de los resultados de la prueba con la percha. En esta prueba, los
animales no muestran problemas de fuerza fisica ni de resistencia, presentan altas latencias de caida, y tien-
den a utilizar las patas trasera y la cola para ayudarse a recorrer la percha, mostrando una buena coordina-
cion motora. De hecho, tanto en los machos como en las hembras, se observa que los animales tratados
presentan una mayor latencia de caida en la prueba de 60 segundos, pero estas diferencias no se deben a
gue los animales pesen menos, pues no se observan diferencias significativas en cuanto al peso y la distancia
recorrida por los animales tampoco es significativamente diferentes, por lo que tampoco se debe a diferen-
cias en su coordinacién motora. Asimismo, ningln animal presenta problemas visuales. De manera que, en
general, concluimos que los animales empleados en este estudio no presentan problemas fisicos que puedan

afectar a su comportamiento en las diferentes pruebas de conducta llevadas a cabo con ellos.



3.1. Efecto de la sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R en los BPSD de los animales
3xTgAD.

Para el analisis de conducta de los animales inyectados se disefid toda una bateria de pruebas, que
incluian el Corner Test, el Open Field y el Black and White para el analisis del temor/ansiedad, inhibi-
cion/desinhibicion conductual y la curiosidad o capacidad exploratoria. En este estudio, los machos vy las
hembras se han sometido a las mismas pruebas con un dia de diferencia para evitar la posible influencia de
los olores. Debido a las grandes diferencias observadas en este estudio entre machos y hembras, se discuti-

ran los resultados de unos y otras por separado.

3.1.1. Efecto de la sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R en machos 3xTgAD.

Para llevar a cabo la prueba del Open Field, se deposita el animal en el centro de un tablero blanco e
iluminado. Esta prueba se utiliza para medir la actividad motora/exploratoria influida por componentes
emocionales de reactividad ante una situacién no sélo novedosa, sino también fuertemente aversiva. Aun-
gue los roedores presentan una tendencia natural a explorar espacios nuevos, son animales nocturnos y
tienden a evitar los espacios abiertos e iluminados como una adaptacién evolutiva para evitar los depreda-
dores. Es decir, la actividad exploratoria en el Open Field se ve influida por una mayor neofobia y por la aver-
sién que provoca la exposicidon a un espacio abierto e iluminado. Asi pues, las latencias del movimiento de
los animales pueden considerase un indicador de la inhibicién conductual que sufren los animales como con-
secuencia de la neofobia y temor/ansiedad experimentada por los animales, y, en cuanto a la actividad mo-
tora y exploradora, se mide por el nimero de lineas horizontales que cruzan los animales (crossings) y el

numero de levantamientos que realizan (rearings).

En nuestro caso, los machos 3xTgAD presentan una clara inhibicién conductual, con un freezing pro-
longado, y sélo la mitad de ellos consiguen salir del centro. Ademas, de éstos, sélo uno llega hasta la perife-
ria y muestra actividad exploratoria horizontal. En cambio, de los diez machos WT, nueve consiguen salir del
centro y la mitad llegan a la periferia y muestran una conducta exploratoria horizontal y vertical. Esto indica
un elevado nivel de temor/ansiedad en los machos 3xTgAD. En el caso de los machos 3xTgAD-GLP1R vy
3xTgAD-IGF1R, la inhibicién conductual es menor que en los 3xTgAD-Null, acercdndose a los valores de los
animales WT. Los efectos son especialmente evidentes en los animales tratados con el vector AAV2/rh10-
GLP1R, pues la totalidad de los animales de este grupo consigue salir del centro, y, aunque dos de ellos no
llegan a la periferia, el resto muestran una actividad exploratoria horizontal y vertical similar a la de los ani-
males WT. En cambio, aunque la mayoria de los machos 3xTgAD-IGF1R consiguen salir del centro, sélo la
mitad llegan a la periferia y presentan actividad exploratoria horizontal, y sélo uno presenta actividad explo-

ratoria vertical.



Otra de las pruebas llevadas a cabo en esta tesis doctoral para el estudio del temor/ansiedad de los
animales es la caja Black-and-White. Esta prueba consiste en dejar al animal en el interior de un comparti-
mento negro que se encuentra conectado con un compartimento blanco a través de una pequefia abertura.
La evaluacién de los animales en esta prueba se apoya en la naturaleza nocturna de los roedores, lo que
hace que presenten una preferencia por los espacios oscuros y cerrados y eviten los espacios iluminados. Sin
embargo, los roedores también presentan una tendencia a explorar los espacios nuevos, de manera que la
latencia de los animales en salir al compartimento blanco, las veces que salen y el tiempo total que pasan en
el mismo, son criterios que permiten evaluar el nivel del temor/ansiedad del animal frente a su curiosidad

por explorar espacios nuevos (Crawley and Goodwin, 1980), (Holmes et al., 2002).

De acuerdo con este paradigma, analizamos el comportamiento de los animales y observamos que,
como ocurria en el Open Field, los machos 3xTgAD presentan una marcada inhibiciéon conductual ante los
espacios iluminados, y su latencia en salir al compartimento blanco es significativamente mayor que la de los
animales WT, asi como el numero de salidas. Consecuentemente, el tiempo total que pasan los machos
3xTgAD en el compartimento blanco es significativamente menor que el de los machos WT. De hecho, aun-
gue la actividad exploratoria horizontal no se afecta en los machos 3xTgAD en comparacién con los machos
WT, si se observa una fuerte inhibicidon de la actividad exploratoria vertical de los machos 3xTgAD durante
toda la prueba, tanto en el compartimento negro como en el blanco. En cualquier caso, la proporcion en la
actividad exploratoria tanto horizontal como vertical entre el compartimento negro y el blanco aumenta en
los machos 3xTgAD. Todo ello indica un mayor nivel de ansiedad en los machos 3xTgAD y un mayor temor a

los espacios blancos en comparacién con los WT.

La sobreexpresién de GLP-1R en los machos 3xTgAD revierte este comportamiento en todos los as-
pectos, tanto en la latencia de salida al compartimento blanco, como en el nUmero de veces que sale y el
tiempo que permaneces en el mismo, asi como en la actividad vertical y el elevado temor por los espacios
iluminados. Se debe destacar que, aunque la proporcién en la actividad entre ambos compartimentos se
revierte tanto en los machos 3xTgAD-GLP1R como en los machos 3xTgAD-IGF1R hasta niveles similares a los
de los WT, la actividad horizontal total aumenta en el caso de los machos 3xTgAD-GLP1R y se reduce en el
caso de los machos 3xTgAD-IGF1R incluso mas que en los machos 3xTgAD. No obstante, la actividad vertical
de los machos 3xTgAD-GLP1R es similar a la de los machos WT y la de los 3xTgAD-IGF1R es similar a la de los
3xTgAD-Null, por lo que, en principio, las diferencias en la actividad horizontal no las consideramos consis-

tentes en el conjunto de resultados.

Por otra parte, el Corner Test es util para evaluar la neofobia de los animales ante una situacién mo-
deradamente novedosa y no aversiva, puesto que se utilizan jaulas idénticas a las usadas para su estabula-
cion. En nuestro experimento, los machos 3xTgAD no muestran alteraciones significativas en su actividad al

compararla con la de los machos WT. Esto entra en contradiccién con la mayoria de estudios publicados, que



indican que los animales 3xTgAD tienden a presentar cierta inhibicién conductual debido a la neofobia que
experimentan en este test, y que depende de la edad y del sexo del animal. Asi, segin diversos estudios,
comienza a observarse una reduccién en la actividad vertical a partir de los 2 meses de edad de los animales
3xTgAD, y a los 6 meses la actividad horizontal también se reduce en comparacién con los animales WT
(Gimenez-Llort et al.), (Garcia-Mesa et al., 2011), (Cafiete), (Blazquez), (Torres-Lista et al.). Estos estudios
muestran que la inhibicidn conductual no sélo tiene lugar en el Corner Test, sino que correlaciona con el

comportamiento observado en otras pruebas como el Open Field, el Plus Maze y la caja Black-and-White.

No obstante, aunque algunos estudios han demostrado que los animales 3xTgAD presentan una cla-
ra inhibiciédn conductual en estas pruebas, con una menor actividad locomotora, y un mayor freezing, todo
ello debido a un mayor temor/ansiedad (Gimenez-Llort et al.), (Sterniczuk et al.), (Garcia-Mesa et al.), otros
trabajos indican que los animales 3xTgAD pueden presentar desinhibicién conductual en diferentes pruebas
como Open Field, el Plus Maze y la prueba de la Black-and-White box cuando se los compara con animales

WT (Pietropaolo et al.), (Cafiete).

En definitiva, los machos 3xTgAD muestran una clara inhibicidon conductual ante situaciones nuevasy
fuertemente ansiogénicas, cuando se los compara con machos WT y la sobreexpresidon de GLP-1R consigue
restaurar este comportamiento hasta niveles similares a los de los WT, pero esto no ocurre con la sobreex-

presion de IGF-1R.

3.1.2. Efecto de la sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R en hembras 3xTgAD.

Las hembras 3xTgAD presentan una clara hiperactividad en el Corner Test al compararlas tanto con
las hembras WT como con los machos 3xTgAD, con un aumento en la actividad vertical, y que se corrige con
el tratamiento realizado. Aunque en la prueba del Corner Test no sea habitual encontrar un comportamiento
de hiperactividad, algunos estudios demuestran, mediante el andlisis de la actividad diaria de los animales en
su jaula, que tanto el modelo 3xTgAD como otros modelos transgénicos de AD pueden presentar hiperactivi-
dad cuando se los compara con animales WT (Lalonde et al.), (Lalonde et al.) y este comportamiento se ha

relacionado con un mal funcionamiento del hipocampo (Bast et al., 2001), (Zhang et al., 2002).

Por otra parte, las hembras 3xTgAD presentan una inhibicién conductual practicamente total en el
Open Field, y sélo una, de las cinco del grupo 3xTgAD, sale del cuadrado central, aunque sin llegar a la perife-
ria, mientras que, de las hembras WT, nueve de las doce consiguen salir del centro, de las cuales siete llegan
a la periferia y exhiben actividad exploratoria, tanto horizontal como vertical. Asi pues, estos resultados indi-
can que las hembras 3xTgAD presentan un evidente perfil de inhibicidén conductual en una situacién fuerte-
mente aversiva como lo es la exposicién a un espacio abierto e iluminado, probablemente debido a un ele-
vado temor/ansiedad y que es mas alin mas acusado que el observado en los machos 3xTgAD. Por otra par-

te, el efecto de ambos tratamientos en las hembras reduce la inhibicién conductual inicial, consiguiendo que,



en ambos casos, la mitad de las hembras lleguen hasta la periferia, pero apenas mejora la actividad explora-

toria.

Por lo que respecta a los resultados de las hembras en la caja Black-and-White, no existen diferen-
cias significativas, pero se observa una tendencia en las hembras 3xTgAD a salir antes y mas veces al compar-
timento blanco, asi como a pasar mas tiempo en el mismo. De hecho, aunque la actividad exploratoria global
de las hembras 3xTgAD es menor que la de las hembras WT, la proporcién en la actividad desarrollada entre
ambos compartimentos indica que las hembras WT muestran una preferencia por el compartimento negro
frente al blanco, mientras que la actividad de las hembras 3xTgAD es similar en ambos compartimentos.
Debido a que las defecaciones realizadas por las hembras 3xTgAD durante la prueba tiende a aumentar tam-
bién respecto a las de las hembras WT, podemos concluir que las hembras 3xTgAD presentan un elevado
nivel de ansiedad y neofobia que provoca una reduccién en su actividad exploratoria, pero, simultaneamen-
te, se observa también una desinhibicidn ante la exposicidon a un espacio iluminado. El tratamiento con los
vectores AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R consigue revertir este comportamiento desinhibido hasta
valores similares a los de las hembras WT, aunque no consiguen corregir la reduccién en la actividad global

de las 3xTgAD.

Aunque la mayoria de los estudios sobre el comportamiento de los animales relacionado con la an-
siedad demuestran que una mayor neofobia y ansiedad correlacionan con una mayor inhibiciéon conductual,
algunos de ellos indican que el comportamiento de los animales ante situaciones de ansiedad depende de la
naturaleza de la prueba, y puede existir diferencias entre los resultados del Open Field y los de otras pruebas
como el Plus Maze o la caja Black-and-White (Cafiete), (Roy et al.). Una posible explicacion es que el Open
Field, en el que se expone a los animales a un Unico espacio abierto e iluminado, tiene un componente mas
ansiogénico que la caja Black-and-White, donde el compartimento negro representa un refugio, donde los
animales pueden entrar, y para salir al compartimento blanco, los animales deben realizar una toma de deci-

siones.

Asi pues, el comportamiento de las hembras ante situaciones de novedad/aversivas parece depen-
der del grado de ansiogenicidad de la prueba. Asi, ante una situacion moderadamente nueva, o en la que el
animal puede llevar a cabo una serie de toma de decisiones ante dicha situacidn de ansiedad, las hembras
3xTgAD tienden a presentar desinhibicién conductual o hiperactividad. En cambio, cuando la prueba es al-

tamente ansiogénica, su inhibicién conductual es mayor que la de los machos.

Este dimorfismo sexual en el comportamiento de los animales 3xTgAD en situaciones de novedad y
ansiedad ya ha sido descrito anteriormente para esta misma colonia (Cafiete), (Blazquez), asi como para
otras colonias del modelo 3xTgAD (Pietropaolo et al.). La direccion en la que van las diferencias entre ma-
chos y hembras, no obstante, son controvertidas. Asi, los resultados de Blazquez en 2011 apuntan a que la

ansiedad experimentada por los machos es mayor que en las hembras, mientras que los de Caifete muestran



gue los machos presentan desinhibicién conductual en el Plus Maze y la caja Black-and-White, pero sin dife-
rencias en el Open Field (Canete) y, en cuanto a los estudios de Pietropaolo et al., indican que tanto los ma-
chos como las hembras 3xTgAD presentan una mayor reaccién de miedo y que la actividad de las hembras

3xTgAD es menor que las de las WT (Pietropaolo et al.).

En cuanto a los tratamientos realizados, su efecto también difiere en funcion del sexo. Asi, mientras
que en los machos se observa un mayor efecto beneficioso en aquéllos inyectados con el vector AAV2/rh10-
GLP1R, en el caso de las hembras se observan efectos similares de los dos tratamientos, aunque mas mode-

rados que los efectos que presenta la sobreexpresidon de GLP-1R en machos 3xTgAD.

3.2. Efecto de la sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R en las habilidades cognitivas de

los animales 3xTgAD.

Una vez teniamos caracterizado el perfil BPSD de nuestra colonia, asi como los efectos del tratamien-
to, el siguiente paso era analizar las capacidades cognitivas de los animales, tanto su memoria de trabajo,
como su capacidad de aprendizaje espacial y su memoria espacial a largo y corto plazo. Para ello, se usé el T-

maze y el Morris Water Maze.

3.2.1. Efectos sobre la memoria de trabajo (T-maze) de los machos 3xTgAD.

La prueba de alternancia espontanea en el T-maze es util para medir la memoria de trabajo, que de-
pende de la funcidn del hipocampo y se basa en la tendencia natural de los ratones a explorar ambientes
nuevos. Esta prueba presenta la ventaja de ser un entorno cerrado y negro, por lo que, aunque el animal
pude experimentar cierta neofobia, el componente ansiogénico de esta prueba es muy leve. Debido a la
tendencia de los roedores a explorar espacios nuevos, el animal necesita recordar en qué brazo del T-maze
ha estado previamente para entrar en el que aun no ha explorado. Por ello, la prueba de la alternancia es-
pontanea se ha utilizado como una prueba simple y rapida para medir la memoria de trabajo espacial de los
animales, evitando la necesidad de realizar sesiones de entrenamiento y la influencia de efectos emocionales

aversivos (Gerlai).

No obstante, se debe tener en cuenta que la eleccién del animal para entrar en uno u otro brazo del
T-maze no depende exclusivamente de su capacidad de recordar el brazo en el que ha estado previamente,
sino que también puede estar influida por otros factores, como la motivaciéon del animal por la novedad
(Hughes). Ademas, es frecuente encontrar en la literatura el uso de la técnica de alternancia espontdnea
continua, en la que se deja al animal recorrer libremente el aparato durante un tiempo determinado v, al
finalizar la prueba, si la trayectoria entre los tres brazos del T-maze (ABC) ha sido ABCBACBACA, el nimero

de alternancias sera de 6 alternancias/8 posibilidades. Sin embargo, el problema que presenta este paradig-



ma es que durante la prueba el animal va dejando olores en su recorrido, que pueden influir en sus préximas
elecciones. Asi pues, en este caso nos hemos decidido por llevar a cabo un Unico evento de alternancia es-
pontanea. Es decir, se deja al animal recorrer libremente el aparato hasta que realice la primera alternancia
entre los tres brazos del T-maze. Si esto lo hace en la primera ocasidn que tiene, se considera que el animal
ha realizado correctamente la prueba de alternancia espontanea; si no, se considera que el animal “lo ha

I”

hecho mal” y se apunta el niumero de errores cometidos hasta alternar correctamente los tres brazos del

aparato.

Asi pues, siguiendo este criterio, observamos que los machos 3xTgAD no presentan déficits en su
memoria de trabajo, pues, de los animales que llevan a cabo la prueba, todos la realizan correctamente. De
hecho, la diferencia la encontramos en la proporcién de animales que no llegan a realizar la prueba, y cuya
memoria, por tanto, no podemos evaluar. Mientras que, de los machos WT, hasta el 90% de los animales
acaban la prueba, en cambio, sélo dos tercios de los machos 3xTgAD lo hace. En este caso, puesto que el
componente ansiogénico de esta prueba es muy leve, la inhibicién conductual de los machos se podria expli-
car por una falta de motivacion o por la existencia de apatia en los machos 3xTgAD. Esta apatia podria parti-
cipar, junto con la ansiedad, en la inhibicidn conductual descrita en el Open Field y la caja Black-and-White y,
a diferencia del comportamiento ansioso, la sobreexpresiéon tanto de GLP-1R como de IGF-1R parecen ser

igualmente efectivas para la correccion de la apatia.

La apatia es uno de los sintomas neuropsiquidtricos no cognitivos junto con la depresién, ansiedad,
apatia e irritabilidad mas frecuentes en pacientes de AD (Leger and Banks, 2014), (Lyketsos et al., 2011). Sin
embargo, aunque la neofobia y ansiedad ha sido ampliamente estudiada en diferentes modelos transgénicos
de AD, existen pocos estudios que se centren en la apatia de los mismos, probablemente debido a que la
hipoactividad de los animales observada en pruebas como el Open Field o el Plus Maze se asocian general-
mente a la ansiedad de los animales. No obstante, algunos estudios analizan la actividad diaria espontanea
de los animales y desde los 2 meses de edad ya se observa una menor actividad locomotora, posiblemente

debido a una apatia moderada (Filali et al., 2012), (Lauritzen and R.).

3.2.2. Efectos sobre la memoria de trabajo (T-maze) de las hembras 3xTgAD.

En el caso de las hembras 3xTgAD, a diferencia de lo que ocurre en los machos, si se observa un défi-
cit significativo en la memoria de trabajo al compararlas con las hembras WT. Esto correlaciona con la acu-
mulacién de placas amiloides en la CA1 de hipocampo, la cual, segln nuestros resultados, es mucho mas
agresiva en las hembras que en los machos, especialmente a los 12 meses de edad. Nuestros resultados de-
muestran que la sobreexpresiéon de GLP-1R en hembras 3xTgAD mejora la memoria de trabajo de las mis-

mas, pero esto no ocurre al sobreexpresar IGF-1R.



Los déficits en la capacidad de memoria de trabajo ha sido estudiada en diferentes modelos transgé-
nicos, entre ellos, un modelo transgénico ApoE que no presenta depdsitos amiloides (Hartman et al.), el mo-
delo TgCRNDS8, que expresa la mutacion Swedish y la mutacién Indiana del gen APP humano (Lovasic et al.),
asi como en el modelo 3xTgAD (Blazquez), (Stevens and Brown). Todos ellos muestran un déficit en la me-
moria de trabajo de los animales transgénicos en comparacidon con los animales WT. También esta descrito
gue la memoria de trabajo depende de la funcion del hipocampo (Olton and Papas), (Steele and Morris), y se
ha demostrado que ratas con una lesidn hipocampal presentan una peor ejecucion de la alternancia espon-

tanea (Johnson et al., 1977).

Estos resultados coinciden con las observaciones realizadas en pacientes de AD, en los cuales se de-
tectan déficits cognitivos en diferentes aspectos, entre los cuales la memoria de trabajo se encuentra espe-

cialmente afectada (Baddeley et al.), (Kensinger et al.).

3.2.3. Efectos sobre la capacidad de aprendizaje y memoria espacial (Morris Water Maze)
de los machos 3xTgAD.

El hipocampo también es el responsable de la memoria y el aprendizaje espacial. Para evaluar estos
aspectos en nuestros animales, se utilizé la prueba del Morris Water Maze (MWM) (Morris, 1984), en la que
los animales son sumergidos en una piscina circular y, tomando como referencia las sefales contextuales del
laboratorio, deben ser capaces de aprender la localizacion de una plataforma situada en el interior de la pis-
cina y donde pueden subirse para poder dejar de nadar. El aprendizaje se realiza a través de cuarto sesiones
diarias, separadas por un intervalo de 40-45 minutos, durante cinco dias consecutivos, el primero de los cua-
les la plataforma es visible 1 cm por encima de la superficie del agua y marcada con una bandera (Cue), y

durante los cuatro dias siguientes, la plataforma se mantiene sumergida (Place Task, PT).

La primera observacién que realizamos durante el MWM fue que los machos WT tienden a flotar pa-
sivamente en el agua sin buscar la plataforma, pero esto no se observa en los animales 3xTgAD. Este fend-
meno ya ha sido descrito previamente en los resultados publicados recientemente por Baeta-Corral, y es un
comportamiento que se mantiene en los animales WT a lo largo de toda la prueba, pero con ciertas variacio-
nes en funcién del dia. Asi, tanto nuestros resultados como los de Baeta-Corral indican que el dia que menos
veces flotan de forma pasiva es el dia de la Cue, lo que nos hace pensar que no es un problema de motiva-
cién (Baeta-Corral and Gimenez-Llort). En cambio, el primer dia de la plataforma sumergida es el dia que mas
flotan en ambos estudios, por lo que es posible que se trate de una estrategia durante la cual el animal toma
las referencias espaciales necesarias para buscar la plataforma. Por otra parte, los machos WT alcanzan su
maxima capacidad de aprendizaje (minima distancia hasta la plataforma) entre el tercer y el cuarto dia de

entrenamiento, y es también cuando presentan un menor numero de flotaciones, que vuelve a aumentar el



ultimo dia, posiblemente debido a falta de motivacidon (llegan sin problemas a la plataforma, ya han aprendi-

do todo lo que podia) o al agotamiento fisico.

Estos eventos de flotacion hacen que la velocidad de natacion de los machos WT sea significativa-
mente menor que la de los 3xTgAD. Esta observacién también ha sido descrita en diferentes estudios reali-
zados con este modelo (Pietropaolo et al.), (Gimenez-Llort et al.), (Cafiete), y, teniendo en cuenta que, segun
los resultados anteriormente discutidos, los animales 3xTgAD presentan un mayor nivel de ansiedad, esto
podria también contribuir a la mayor velocidad de los animales 3xTgAD. No obstante, aunque las diferencias
de velocidad entre los machos 3xTgAD y los WT se mantienen a lo largo de toda la prueba, en el caso de los
3xTgAD-GLP1R se observa una tendencia a reducir su velocidad progresivamente, hasta llegar a los valores
que presentan los WT en el Ultimo dia de entrenamiento. Esto apoyaria la hipdtesis de que las diferencias de
velocidad se deban a la ansiedad de los machos 3xTgAD, puesto que coincide con los resultados discutidos
anteriormente, segulin los cuales el vector AAV2/rh10-GLP1R es efectivo en reducir la ansiedad de los machos
3xTgAD. Las diferencias en la velocidad de natacién son el motivo de que, para evaluar el aprendizaje de los
animales a lo largo del entrenamiento, se evallen los valores de las distancias nadadas hasta la plataforma,

en lugar de las latencias.

Teniendo en cuenta todo ello, en los machos 3xTgAD no detectamos déficits significativos en la ca-
pacidad de aprendizaje debidos al genotipo ni al tratamiento, solamente se observa que en la Cuel la distan-
cia recorrida por los machos 3xTgAD es mucho mayor que la de los machos WT hasta alcanzar la plataforma.
En las pruebas sensoriomotoras no se detectaron deficiencias en la capacidad visual de los animales 3xTgAD,
y su velocidad de natacidén no indica falta de motivacidn. Por lo tanto, es posible que los machos 3xTgAD, no
sean capaces de relacionar la presencia de la bandera con una posible ruta de escape, como si lo hacen los
animales WT, e intentan buscar otras salidas de la piscina. Este comportamiento se observa en todos los

machos 3xTgAD, con independencia del tratamiento.

A lo largo del dia, los machos 3xTgAD son capaces de aprender a asociar la presencia de la bandera
con la plataforma aunque su maxima capacidad de aprendizaje en el primer dia es menor que la de los ma-
chos WT. De hecho, los machos 3xTgAD muestran un aprendizaje mas lento a lo largo de toda la prueba de
adquisicion. En cuanto a la capacidad de retencidn, también se observa que los machos 3xTgAD tardan mas
en recordar la posicidn de la plataforma entre el ultimo trial de un dia y el primero del dia siguiente. Por lo
gue respecta al tratamiento, tanto los machos 3xTgAD-GLP1R como los 3xTgAD-IGF1R presentan un perfil de

aprendizaje muy similar al de los machos 3xTgAD-Null.

Aunque son numerosos los estudios que encuentran déficits en la capacidad de aprendizaje de los
animales 3xTgAD en comparacién con animales WT, éstos aparecen en funcién de la edad del animal y con
un acusado dimorfismo sexual. También parecen intervenir factores externos relacionados con la metodolo-

gia que afectan a los resultados obtenidos en el MWM. Asi, los resultados publicados en la bilbiografia dife-



ren en cuanto a la aparicion de los primeros déficits tanto en la capacidad de aprendizaje como en la memo-
ria espacial de los machos 3xTgAD (Clinton et al.), (Pietropaolo et al.), (Garcia-Mesa et al.), (Baeta-Corral and

Gimenez-Llort).

En nuestro caso, los machos no muestran diferencias importantes en su capacidad de aprendizaje, vy
tampoco se observan diferencias en las distancias recorridas durante el removal hasta pasar por primera vez
por la zona donde se encontraba la plataforma en ninguno de los grupos, lo que indica que los machos
3xTgAD no presentan problemas de memoria espacial. En cambio, el nUmero de veces que pasan los machos
por la zona donde se encontraba la plataforma durante las pruebas del removal y la estrategia de busqueda
de los animales si son significativamente diferentes entre los diferentes grupos de machos. Todo ello indica
gue tanto los machos WT como los 3xTgAD presentan un comportamiento perseverante al no encontrar la
plataforma, pero el tratamiento con el vector AAV2/rh10-GLP1R revierte esta conducta y aporta una mayor
flexibilidad en su estrategia de busqueda de la plataforma. Este fendmeno se observa también en los machos
3xTgAD-IGF1R en el removal de las 24h, dia en el que los machos 3xTgAD-GLP1R, a diferencia del resto de los
grupos, no van directos hacia la zona de la plataforma. Asi pues, los machos 3xTgAD tratados presentan una

mayor flexibilidad cognitiva que los no tratados e, incluso que los machos WT.

Estas diferencias en las estrategias de busqueda de la plataforma y la flexibilidad cognitiva de los
animales 3xTgAD ya han sido comentadas previamente en estudios como el de Baeta-Corral en 2015. En
dicho estudio emplean machos de 13 meses de edad vy, coincidiendo con los resultados aqui descritos, no se
observan diferencias en la memoria corto plazo de los machos 3xTgAD y todos los animales van directos a la
zona donde se encontraba la plataforma. Sin embargo, sus resultados indican que, si bien los machos
3xTgAD presentan un comportamiento perseverante como en nuestro caso, los machos WT presentan una
mayor flexibilidad cognitiva, y adoptan diferentes estrategias de busqueda de la plataforma tras no encon-
trarla donde deberia estar. Esto no lo observamos en los machos WT, pero si en los machos 3xTgAD tratados,

lo que indicaria una mejora en las capacidades cognitivas de los mismos.

3.2.4. Efectos sobre la capacidad de aprendizaje y memoria espacial (Morris Water Maze)
de las hembras 3xTgAD.

Al igual que con los machos WT, las hembras WT también presentan una tendencia a flotar pasiva-
mente en el agua, especialmente el primer dia de entrenamiento con la plataforma sumergida, donde diez
de las doce hembras WT adquieren esta estrategia durante el Ultimo trial. Es también en el PT1.4 cuando se
hace evidente el aprendizaje de las hembras WT, pues, aunque no se observan diferencias significativas en el
tiempo que tardan en llegar a la plataforma entre el PT1.1 y el PT1.4, si existe una diferencia significativa en
la distancia recorrida para llegar a la plataforma, lo que coincide con la teoria de que esta estrategia les sirve

para tomar referencias espaciales. De hecho, en las hembras WT se observa un aprendizaje progresivo hasta



el cuarto dia, cuando son capaces de retener lo aprendido el dia anterior (no existen diferencias significativas
entre la distancia recorrida hasta la plataforma entre el PT2.4 y el PT3.1), y es también en el cuarto dia cuan-
do presentan un menor numero de flotaciones, que vuelve a aumentar el Ultimo dia de entrenamiento, po-
siblemente debido a falta de motivacion (llegan sin problemas a la plataforma, ya han aprendido todo lo que

podian) o al agotamiento fisico.

Estas diferencias en la flotacién y velocidad hacen que, como en los machos, en las hembras se anali-
cen también las distancias en lugar del tiempo que tardan en llegar a la plataforma. De esta manera, obser-
vamos que las hembras WT presentan un perfil de aprendizaje similar al de los machos WT, pero en las
hembras 3xTgAD se observa una peor capacidad de aprendizaje tanto al compararlas con las hembras WT
como al compararlas con los machos 3xTgAD, como ya habia sido descrito en otros estudios realizados con

esta misma colonia(Cafiete), (Blazquez) y con otras colonias de este modelo (Clinton et al.).

Asi, como ocurria con los machos, la distancia recorrida por las hembras 3xTgAD en la Cuel es mu-
cho mayor que la de las hembras WT hasta alcanzar la plataforma, independientemente del tratamiento, con
la plataforma visible, aunque al final del dia las hembras 3xTgAD consiguen llegar al mismo nivel de aprendi-
zaje que las hembras WT. Estos déficits en la capacidad de aprendizaje de las hembras 3xTgAD no sélo se
presentan durante el dia de la Cue. Asi, tanto el aprendizaje y la capacidad de retencién de las hemrbas
3xTgAD son mucho mas lentos que los de las hembras WT. Por otra parte, las hembras 3xTgAD también pre-

sentan un aprendizaje mas lento que los machos 3xTgAD.

La sobreexpresidon de IGF-1R y GLP-1R hacen que las hembras 3xTgAD tratadas presenten un apren-
dizaje mas rdpido con la plataforma visible que las hembras 3xTgAD-Null. Adem3s, las hembras tratadas con
el vector AAV2/rh10-IGF1R, si bien en el primer trial no recuerdan la posicidn de la plataforma desde el dia
de la Cue y sus distancias son significativamente superiores que las de las hembras WT, muestran un rapido
aprendizaje y en los trials sucesivos de ese mismo dia y los siguientes, sus valores de distancias son similares
que los mostrados por las hembras WT, vy, al igual que éstas, en el tercer dia ya muestran capacidad de re-
tencion. De hecho, durante el cuarto dia de entrenamiento, las distancias de las hembras 3xTgAD-IGF1R son
incluso menores que las de las hembras WT. En cambio, las hembras 3xTgAD-GLP1R demuestran una mayor
capacidad para recordar la posicién de la plataforma tras el dia de la Cue, pero su capacidad para mejorar
durante los dia de entrenamiento con la plataforma sumergida es muy limitada, de forma similar a lo que les

ocurre a las hembras 3xTgAD-Null.

Este dimorfismo sexual en la capacidad de aprendizaje espacial de los animales 3xTgAD ya ha sido
descrito previamente en diferentes estudios (Clinton et al.), (Pietropaolo et al.). Asi, mientras que existe cier-
ta controversia sober la edad a la que empiezan a aparecer los primeros déficits cognitivos de los machos
3xTgAD en el Morris Water Maze, en el caso de las hembras 3xTgAD, los déficits cognitivos son mas significa-

tivos que los de los machos 3xTgAD y aparecen antes. De hecho, Garcia-Mesa et al. encuentran diferencias



significativas en las latencias de llegada a la plataforma durante la fase de adquisicion del MWM en las hem-

bras desde los 4 meses de edad (Garcia-Mesa et al.).

Ademas, las hembras 3xTgAD presentan también déficits de memoria tanto a corto como a largo pla-
zo respecto a las hembras WT. Ambos tratamientos, una vez mas, tienen efectos diferentes, puesto que las
hembras 3xTgAD-IGF1R presentan distancias similares a las de las hembras WT y significativamente diferen-
tes de las de las hembras 3xTgAD-Null en la prueba de memoria a corto plazo, pero en las hembras 3xTgAD-

GLP1R esto sélo ocurre en la prueba de memoria a largo plazo.

En cuanto a la flexibilidad cognitiva de las hembras, sélo se observan diferencias significativas en el
removal de las 2 horas y éstas se deben tanto al genotipo como al tratamiento. De manera que las hembras
3xTgAD, ademas de presentar problemas de memoria que se reflejan en que la trayectoria descrita hasta
pasar por primera vez por la zona de la plataforma es mayor, mantienen también un comportamiento perse-
verante, y centran su busqueda en una misma zona, aunque se trate de un cuadrante equivocado. Por su
parte, las hembras 3xTgAD-IGF1R presentan una mejora en su memoria espacial, asi como en su flexibilidad
cognitiva para cambiar su estrategia de busqueda, y las hembras 3xtgAD-GLP1R, si bien no mejoran su me-

moria, si reducen el comportamiento perseverante observado en las hembras 3xTgAD-Null.

En definitiva, nuestro estudio indica que los animales 3xTgAD presentan mayores niveles de te-
mor/ansiedad que los animales WT, aunque hembras y machos tienen maneras distintas de reaccionar fren-
te a este temor/ansiedad, y que los problemas cognitivos son mayores en las hembras 3xTgAD que en los
machos. Los tratamientos empleados son efectivos tanto en reducir la ansiedad como en mejorar las habili-
dades cognitivas de los animales 3xTgAD, con un claro dimorfismo sexual, siendo mas eficiente el vector

AAV2/rh10-GLP1R en los machos y el AAV2/rh10-IGF1R en las hembras.

4 Analisis de la expresion de los transgenes virales.

Por otra parte, para comprobar que los cambios observados en el comportamiento y las habilidades
cognitivas de los animales 3xTgAD inyectados con los vectores AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R, se
deben realmente a un aumento en la expresion de los transgenes, al finalizar la bateria de pruebas de com-
portamiento, se extrajeron muestras de cerebro para inmunohistoquimica, asi como para el analisis de RNA
y proteinas. En primer lugar, mediante la técnica de PCR cuantitativa, pudimos comprobar que la sobreex-
presion de los transgenes no es igualmente efectiva en las dos areas inyectadas en ambos sexos. Asi, en los
machos se consigue una mejor sobreexpresion de ambos transgenes en el cértex prefrontal, y en hipocampo
soélo se detecta la sobreexpresién de GLP-1R. En cambio, en las hembras ocurre al contrario, la sobreexpre-
sién se consigue mejor en hipocampo. Estas diferencias podrian deberse a problemas metodoldgicos, aun-

gue son muy consistentes, ningun macho sobreexpresa IGF-1R en hipocampo y ninguna de las hembras lo



hace en coértex prefrontal. La existencia de mecanismos enddgenos secundarios que controlen la expresion

de estos transgenes en las diferentes areas cerebrales también es poco probable y dificil de demostrar.

En cualquier caso, en los machos, la sobreexpresion se consigue principalmente en el cértex prefron-
tal, y existen diversos estudios que relacionan las alteraciones en esta zona con problemas neuropsiquiatri-
cos como la apatia y la depresién (Holthoff et al.), la ansiedad (Bishop et al.) y la irritabilidad (Telzer et al.).
También se ha observado una defecto en los mecanismos que regulan la conectividad entre el cértex pre-
frontal y la amigdala en pacientes con trastornos de ansiedad (Sladky et al., 2015). Asi pues, teniendo en
cuenta que los machos 3xTgAD que sobreexpresan GLP-1R en el cértex prefrontal presentan un menor nivel
de ansiedad y apatia que los animales 3xTgAD-Null, podemos concluir que el GLP-1R tiene un papel neuro-
protector que mantiene la integridad de los circuitos neuronales necesarios para evitar el desarrollo de los

sintomas neuropsiquiatricos asociados a la demencia.

Por otra parte, en las hembras se consigue una mayor sobreexpresién de los transgenes en el hipo-
campo, estructura relacionada con los procesos cognitivos y el almacenamiento de la memoria. Puesto que
nuestros resultados indican que las hembras 3xTgAD-IGF1R presentan menos problemas de aprendizaje y
memoria espacial que las hembras 3xTgAD-Null, todo ello nos permitiria concluir que el IGF-1R, al igual que
el GLP-1R en el cdrtex prefrontal, también es capaz de ejercer un efecto de proteccidn que evita la degene-

racion de los mecanismos responsables del almacenamiento de memoria en el hipocampo.

5 Efecto de la sobreexpresion de IGF-1R y GLP-1R en la histopatologia
asociada a la AD de los animales 3xTgAD

Se ha demostrado la correlacidn entre los niveles de AB y algunos de los sintomas neuroldgicos del
AD como los problemas en la memoria verbal y la funcidn ejecutiva, y la ansiedad (Pietrzak et al., 2015).
También se sabe que la patologia amiloide es mas agresiva en las hembras que en los machos 3xTgAD
(Hirata-Fukae et al., 2008). En concordancia con esto, los resultados histopatoldgicos obtenidos en este es-
tudio demuestran que la acumulacién de placas amiloides en el hipocampo de las hembras 3xTgAD de 12
meses es significativamente mayor que la que se observa en los machos 3xTgAD. En cuanto a los animales
tratados, los machos 3xTgAD-GLP1R presentan una reduccién en la acumulacidn de placas amiloides, lo que
correlaciona con la mayor flexibilidad cognitiva de los mismos. Sin embargo, aunque la sobreexpresién de
IGF-1R en las hembras 3xTgAD consigue mejorar su capacidad de aprendizaje y memoria espacial, existe una
gran variabilidad interindividual encontrada en relacién a la acumulaciéon de placas amiloides tanto en el
grupo 3xTgAD-Null como en el grupo 3xTgAD-IGF1R y no se observan diferencias significativas entre ambos

grupos.



También se ha relacionado la ansiedad con alteraciones en la funcionalidad de la amigdala en pa-
cientes de AD (Hashimoto et al.). Ademas, en el modelo 3xTgAD, una mayor acumulacién intraneuronal de
AB en la amigdala se relaciona con un incremento en la ansiedad mostrada por los animales (Espana et al.,
2010). Sin embargo, aunque los animales 3xTgAD presentan claramente una elevada ansiedad en compara-
cién con los animales WT, éstas no se deben a la existencia de una mayor acumulacién de A en la amigdala

de los animales 3xTgAD.

Por otra parte, puesto que las placas amiloides provocan la activacion de la microglia, decidimos ana-
lizar el estado de activacidn de la microglia en nuestras muestras mediante la deteccién del marcador lba-1.
En consistencia con los resultados relativos a la patologia amiloide, encontramos que las hembras 3xTgAD
presentan una mayor cantidad de microglia activada que las hembras WT. Pero, curiosamente, aunque el
tratamiento con los vectores AAV2/rh10-GLP1R y AAV2/rh10-IGF1R no consigue reducir de forma significati-
va la acumulacién de AB en el hipocampo ni en la amigdala de las hembras 3xTgAD, si que consigue reducir

la neuroinflamacién asociada a este proceso.

Por otra parte, debido a que los machos 3xTgAD no presentan una patologia amiloide tan agresiva
como la de las hembras, la neuroinflamacion también es menor y no se observan diferencias significativas
entre machos 3xTg y WT. Sin embargo, sorprendentemente, ésta aumenta en los animales inyectados con el
vector AAV2/rh10-IGF1R, lo que correlaciona con los resultados obtenidos en la prueba de la caja Black-and-
White, en la que los machos 3xTgAD-IGF1R presentan una inhibicidn conductual ain mayor que la de los

machos 3xTgAD.

En cuanto a la patologia asociada a la proteina tau, como ocurre en el caso de la patologia amiloide,
la afectacion de las hembras 3xTgAD es mds evidente que en los machos cuando se comparan con sus res-
pectivos controles. Ademas, los resultados comentados hasta ahora no explican las diferencias entre los
efectos de los dos tratamientos llevados a cabo en esta tesis. Sin embargo, la sobreexpresién de IGF-1R en el
hipocampo de las hembras consigue reducir la acumulacién de proteina tau fosforilada en el cértex de las
hembras 3xTgAD de forma mds eficiente que la sobreexpresion de GLP-1R. Asi pues, observamos una corre-
lacion entre la mejora en el aprendizaje y memoria espacial de las hembras 3xTgAD y los niveles de la protei-
na tau fosforilada. Nuestros resultados coinciden con los estudios que demuestran que la reducciéon en los
niveles de proteina tau mejora el aprendizaje espacial y la memoria en diferentes modelos (Roberson et al.),
(Cheng et al.). Esto se ha observado también en un modelo transgénico con la APP humana, a pesar de que

los niveles de AP sean altos (Roberson et al.).

Finalmente, también se analizé la densidad neuronal en el cértex cerebral de los animales inyecta-
dos. La neurodegeneracion es otro de los principales marcadores en pacientes de AD y, aunque en general se
considera que en el modelo 3xTgAD no se produce una pérdida neuronal importante y la densidad sindptica

del hipocampo no muestra cambios en los animales 3xTgAD en comparacion con los animales WT (Bertoni-



Freddari et al.), segiin nuestros resultados, las Unicas diferencias entre machos WT y 3xTgAD las encontra-
mos en relacidn a la pérdida neuronal observada en el cortex cerebral de los animales. Lo mismo ocurre en
las hembras y, en ambos casos, la sobreexpresidon de IGF-1R y GLP-1R consigue revertir esta neurodegenera-
cién. La neurodegeneracién observada en pacientes de AD corresponde principalmente al sistema colinérgi-
co y diversos estudios demuestran el papel de las neuronas colinérgicas que conectan el cértex prefrontal
con los nucleos basales en la flexibilidad cognitiva (Boulougouris et al.), (Okada et al.). Es decir, teniendo en
cuenta que el patrén de los problemas de neurodegeneracién de los animales analizados correlaciona con
las diferencias en la flexibilidad cognitiva de los mismos, es posible que se deba a que la pérdida neuronal
observada corresponda a neuronas colinérgicas. No obstante, esta hipétesis no ha sido comprobada en esta

tesis doctoral.

Es decir, los resultados histolégicos correlacionan con los déficits cognitivos de los animales 3xTgAD y
demuestran que el efecto de la sobreexpresidn de IGF-1R consigue revertir la neurodegeneraciéon tanto en
machos como en hembras, probablemente debido a su papel neurotréfico, asi como la acumulacién de tau
fosforilada en hembras. En cambio, la sobreexpresién de GLP-1R sélo consigue revertir la neurodegenera-
cion.

Finalmente, considerando todos los resultados presentados en esta tesis, podemos concluir que exis-
te una clara relacién entre los niveles de expresién de diferentes genes relacionados con la via de la insulina
y el desarrollo de de los sintomas caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer. Asi, la expresion de dife-
rentes genes relacionados con la via de la insulina se encuentra alterada en el modelo 3xTgAD, especialmen-
te a partir de los 9 meses, por lo que puede entenderse como una consecuencia mas que como una causa de
la enfermedad. Concretamente, la expresién de IGF-1R a nivel de mRNA aumenta en diferentes areas cere-
brales, probablemente para compensar la reduccién de los niveles del IGF-1R total y fosforilado en areas

implicadas para la memoria y el comportamiento como lo son el hipocampo y el cértex prefrontal.

La sintomatologia del modelo 3xTgAD presenta un claro dimorfismo sexual tanto a nivel de mie-
do/ansiedad ante situaciones novedosas y aversivas como en lo que respecta a sus habilidades cognitivas,
siendo las hembras las que presentan las alteraciones mas significativas. A su vez, estos resultados correla-
cionan con el estado histopatolégico de los animales, tanto a nivel de acumulacién de AB y tau, como a nivel

de neuroinflamacién.

La sobreexpresidon de IGF-1R en machos sélo se consigue en cértex prefrontal y ésta no tiene ningun
efecto. En cambio, en las hembras provoca una evidente mejora de las habilidades cognitivas, debida a una
reducciéon en la acumulacidn de la proteina tau. Asimismo, la sobreexpresion de IGF-1R en el hipocampo de
las hembras consigue reducir la neuroinflamacién del mismo asi como la pérdida neuronal en el cértex cere-

bral.



Por otra parte, la sobreexpresion de GLP-1R en hipocampo y cortex prefrontal tiene un evidente
efecto en la reduccion de la acumulaciéon amiloide, asi como una reduccion de la pérdida neuronal de los
machos, lo que se refleja en una tanto en la correccién de la ansiedad como en mejorar la flexibilidad cogni-
tiva 3xTgAD en los mismos. Sin embargo, su sobreexpresion en las hembras sélo se consigue en hipocampo y
su efecto es menor. Asi, aunque se observa una cierta mejora en lo que respecta a la conducta de te-
mor/ansiedad de las hembras 3xTgAD, probablemente debido a la reduccién en la neuroinflamacién en la
amigdala, su efecto en las habilidades cognitivas de las hembras es limitado y sélo se observa una mejora de
la memoria a largo plazo de las mismas, que correlaciona con una reduccién en la neuroinflamacién del hi-
pocampo y en la perdida neuronal. La acumulacién de AB y de tau fosforilada no varian con la sobreexpre-

sion de GLP-1R en las hembras.






V.CONCLUSIONES







La primera alteracion observada en los animales 3xTgAD es la acumulacion intraneuronal de
AB a 4 meses de edad, que aumenta a los 6 meses. Entre los 6 y los 9 meses de edad, no se
produce el mismo aumento, probablemente debido a un cambio de una localizacién intra-

neuronal de los péptidos AB a una localizaciéon extraneuronal.

A los 6 meses de edad (etapa prodromal en el modelo 3xTgAD) no se observan diferencias
significativas en los niveles de IR, IGF-1R, GLP-1R o IRS-2 a nivel de proteina ni tampoco a ni-

vel de RNA en comparacién con animales WT.

A los 9 meses de edad, tiene lugar un aumento significativo en la expresion de IGF-1 a nivel
de mRNA en los animales 3xTgAD en comparacién con los animales WT. En cambio, a nivel
de proteina, se produce un descenso alos 9 y 12 meses de edad en los niveles de IGF-1R to-
tal y fosforilado en diferentes zonas cerebrales de los animales 3xTgAD en comparaciéon con

animales WT de la misma edad.

El silenciamiento de la via de la insulina en hembras 3xTgAD mediante la inyeccién en hipo-
campo de un vector AAV que expresa un shRNA-IGF1R provoca un aumento en la acumula-

cién intraneuronal de AB a los 4 meses de edad.

Los animales 3xTgAD presentan un dimorfismo sexual en los sintomas neuropsiquidtricos
asociados a la demencia (BPSD). Asi, los machos 3xTgAD adoptan un comportamiento de in-
hibicién conductual en comparacién con los machos WT, debida a la presencia de ansiedad y
de apatia. En cambio, el comportamiento de las hembras depende del nivel de ansiedad de
la prueba, siendo de desinhibicién cuando la ansiedad es moderada (como en la prueba del
Corner Test o la caja Black-and-White) y de inhibicidn ante niveles de ansiedad mas elevados

(como en el caso del Open Field).

La sobreexpresidn de GLP-1R revierte los BPSD observados tanto en machos como en hem-

bras, mientras que la sobreexpresién de IGF-1R sélo es efectivo en las hembras.

Las habilidades cognitivas de los animales 3xTgAD también presentan diferencias de género.
Los machos 3xTgAD no presentan déficits significativos en la memoria de trabajo ni en la
memoria espacial aunque presentan un aprendizaje espacial mas lento que el de los machos
WT. Las hembras 3xTgAD, en cambio, presentan déficits en su memoria de trabajo, asi como

en el aprendizaje y memoria espacial.
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Los machos 3xTgAD tratados presentan una mayor flexibilidad cognitiva que los machos
3xTgAD sin tratar y que los machos WT, siendo mas evidente en los machos que sobreexpre-

san GLP-1R.

En las hembras, la sobreexpresion de IGF-1R mejora la capacidad de aprendizaje, la memoria
espacial a corto plazo, y su flexibilidad cognitiva. En cambio, la sobreexpresiéon de GLP-1R sé-

lo mejora la memoria a corto plazo de las hembras 3xTgAD.

La acumulacion de placas amiloides en los animales 3xTgAD es mas agresiva en las hembras
qgue en los machos. Estos depdsitos amiloides provocan una activacion de la microglia en el

hipocampo y la amigdala de las hembras 3xTgAD que no tiene lugar en los machos.

La sobreexpresion GLP-1R sdlo consigue reducir la acumulacion de AB en los machos y la
sobreexpresion de IGF-1R no es capaz de reducir los depdsitos amiloides en machos ni en
hembras. En cambio, la sobreexpresion tanto de IGF-1R como de GLP-1R consiguen contro-

lar los niveles de activacién de la microglia en las hembras 3xTgAD.

Existe también un dimorfismo sexual en relacién a la acumulacién de proteina tau fosforila-
da. Asi, al contrario de lo observado en los machos, las hembras 3xTgAD presentan una

acumulacién de tau fosforilada mas evidente que las hembras WT.

La sobreexpresion de GLP-1R no consigue reducir la acumulacién de tau fosforilada en las
hembras 3xTgAD. Sin embargo, la sobreexpresiéon de IGF-1R si consigue reducir esta acumu-
lacidn y es la responsable de la mejora en las habilidades cognitivas de las hembras 3xTgAD-

IGF1R.

Los animales 3xTgAD presentan una menor densidad neuronal al compararlos con animales
WT, independientemente del sexo del animal. Los tratamientos con AAV2/rh10-GLp1R y
AAV2/rh10-IGF1R consiguen, en ambos sexos, revertir esta pérdida neuronal y correlaciona

con la mejora en la flexibilidad cognitiva de los animales tratados.



VI.MATERIALES Y METODOS







1. MATERIALES

1.1. Ratones Triple Transgénicos Alzheimer’s Disease (3xTgAD)

Se han utilizado ratones 3xTgAD y animales WT con un fondo genético 129/C57BI6, machos y hem-
bras de 4, 6, 9 y 12 meses. Los animales pertenecen a la colonia espafiola, creada en julio de 2004 en la Uni-
dad de Psicologia Médica del Instituto de Neurociencias de la UAB a partir de progenitores recibidos del la-
boratorio del Dr. Frank LaFerla, del Departamento de Neurobiologia y Conducta de la Universidad de Califor-
nia, Irvine (EEUU). Estos animales se han criado en el Servei d’Estabulari de la Universitat Autonoma de Bar-
celona, han sido alimentados ad-libitum con una dieta estdndar en general y enriquecida puntualmente en
Fembendazol (150ppm) durante un episodio de infeccidn por parasitos. Se han mantenido en ciclos de luz-

oscuridad de 12 horas de duracién, segun el procedimiento1049R4 (CEEAH de la UAB).

Todos los experimentos se han llevado a cabo en las instalaciones del Servei d’Estabulari.

1.2. Vectores plasmidicos

Los vectores plasmidicos utilizados en esta tesis doctoral son: pGV (generado en nuestro laborato-
rio), pAAVCAG-PLK-GFP-WPRE (generado en nuestro laboratorio), pSL-AAV-GFP-ITR (generado en nuestro
laboratorio), pCR-XL-TOPO-IGF1R (ImaGenes), pBlueScript-GLP1R (ImaGenes), p-123T (MoBiTec), pXX6 (Gé-
néthon), pRep2Cap10 (generado en nuestro laboratorio). Ademas, en esta tesis se han generado los vectores
pSMD2-TR-shIGF1R-1, pSMD2-TR-shlGF1R-2, pSMD2-TR-shlGF1R-3, pSMD2-TR-shIR, pGV-IGF1R, pCAG-
GLP1R.

1.3. Cultivos bacterianos

1.3.1. Medio de crecimiento

Se prepara el medio a base del reactivo de Luria Broth (Mille’s LB Broth, Conda) a razén de 25g por
cada litro de agua. Se autoclava y posteriormente este medio se utilizard para el crecimiento de cultivos bac-

terianos, tanto para la realizacién de minipreparaciones de DNA como de maxipreparaciones.

1.3.2. Placas de cultivo

Las placas utilizadas para el crecimiento bacteriano son de LB-agar, y se preparan mezclando 25g de

Luria Broth (Mille’s LB Broth, Conda) y 15g de agar (Conda) por cada litro de agua. La mezcla se autoclava y



se deja que la temperatura de la misma baje hasta unos 45°C, momento en que se afiade el antibidtico se-
lectivo correspondiente en proporcidon 1:1.000 y se reparte la mezcla en placas de petri a 25mL por placa. Se

deja secar antes de guardarlas a 4°C.

Antibidticos: Ampicilina (Fisher Chemical) (Preparada en agua destilada a una concentracién de
100mg/ml)
Kanamicina (GIBCO) (Preparada en agua destilada a una concentracién de 10mg/mL)

1.3.3. Tampones para la preparacion de bacterias quimiocompetentes

TFB1 (4°C): 100 mM RbCl (Sigma)
50 mM MgCl, (Panreac)
30 mM AcK (Sigma)
10mM CaCl, (Panreac)
15% glicerol (Sigma)
pH=5.8

TFB2 (4°C): 10 mM MOPS (Fluka)
10 mM RbClI (Sigma)
75 mM CaCl, (Panreac)
15% glicerol (Sigma)
pH=6.8

Ambos tampones se esterilizan por filtracion con filtros de 0,22um (Millex).

1.3.4. Tampones para minipreparaciones de DNA

Tampdn P1 o de resuspensién (4°C): 50 mM Tris-HCI (Sigma) pH=8.0
10mM EDTA (USB)
100mg/mL RNasaA (QIAGEN)

Tampodn P2 o de lisis (RT): 200mM NaOH (Panreac)
1% (w/v) SDS (Amresco)

Tampdn P3 o de precipitacion de proteinas (4°C): 3M AcK (Sigma)
pH=5.5

1.4. Cloning

14.1. Enzimas

Para la digestion de los plasmidos empleados en experimentos de clonaje, se han empleado distintas
enzimas de restriccion de New England Biolabs (Servicios Hospitalarios) y Thermo Fisher Scientific. Para la

desfosforilacion de los extremos de los vectores tras la digestion, se ha empleado la FastAP™ Thermosensiti-



ve Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific). Para la ligacion de dos fragmentos, se ha utilizado la T4

DNA Ligasa (Thermo Fisher Scientific).

1.4.2. Reactivos para la preparacion de geles de agarosa

Agarosa (Lonza)

TAE 1X: 40mM Tris-acético
0,1 mM EDTA
pH=8.0
RedSafeTM Nucleic Staining Acid Solution (Sigma), usado a una dilucién 1:30.000 a partir del original
en una disolucién de Agarosa-TAE al 1-2%.
Marcadores de peso molecular: GeneRuler 1kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)
GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)
Para visualizar las bandas de DNA, se utiliza el fotodocumentador SynGene, que dispone de una
fuente de luz ultravioleta y una camara fotografica. Al software asociado a este dispositivo permite realizar

fotos con una mayor o menor exposicion dependiendo de nuestras necesidades.

1.5. Cultivos celulares

El trabajo con cultivos celulares se ha llevado a cabo en las instalaciones de nivel de bioseguridad 2
para asegurar la esterilidad de todos los materiales y reactivos utilizados. Se ha trabajado en el interior de
una campana de flujo laminar con sistema de luz ultravioleta (Telstar). Los cultivos se mantenian en un incu-

bador (Forma Scientific) a 37°C y 5% CO,, con una humedad relativa del 95%.

Para la observacion del cultivo durante su mantenimiento se ha utilizado un microscopio Nikon, y pa-
ra la observacion de fluorescencia en células transfectadas o infectadas, se ha empleado un microscopio
Nikon acoplado a una ldampara de luz de emisién de fluorescencia (Nikon) y a una camara Digital Sight DS-U1

(Nikon). Para la criopreservacién de los viales, se mantenian en un congelador -80°C en criotubos.

1.5.1. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas en esta tesis doctoral han sido las HEK-293-QB (Q-BlOgene) y HEK-
293-AAV (Stratagene), clones de la linea celular inmortalizada de células humanas embrionarias de rifidon
HEK-293. Esta linea expresa el gen adenoviral E1 en trans y permite la produccién de vectores AAV mediante
una triple transfeccidon con un plasmido que contenga las ITRs, otro con los genes rep y cap y otro con los
genes adenovirales, excepto el E1. La linea HEK-293-QB se ha empleado para la realizacién de studios in vi-
tro, y | a HEK-293-AAV, puesto que es un clon que permite la produccién de altos titulos de AAVs, se ha em-

pleado para las producciones de los vectores adenoasociados.



1.5.2. Medios de cultivo y suplementos

Para el mantenimiento normal de los cultivos celulares se ha usado medio de crecimiento Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Labclinics), complementado con un 10% (v/v) de Suero Fetal Bovino

(FBS) (Labclinics) y un 1% (v/v) de antibidticos Penicilina/Streptomicina (P/S) (Labclinics).
En cambio, para la transfeccidn se ha utilizado DMEM con sdlo un 1% de FBS, y para la infeccidn con

AAVs, con un 2% de FBS.

Para la congelacion de viales, se ha empleado FBS con un 10% de Dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma).

1.5.3. Tampones y reactivos empleados en cultivos celulares y produccion de vec-

tores virales
El tampon utilizado en la resuspension de las células para llevar a cabo los pases de mantenimiento,

se trata de:

Tampodn Fosfato Salino (PBS): 137 mM NacCl (Panreac)
3mM KCI (Panreac)
10mM Na,HPO,4:12H,0 (Panreac)
1,7mM KH,PO, (Panreac)
pH= 7,4

Para la transfeccion, se emplea polietilenimina (PEI) lineal (PolyScience) y NaCl 0,9% (B. Braun).
Para la produccion y purificacion de AAVs se emplea:

Tampon de lisis: 50 mM Tris (Sigma)
20mM NaCl (Panreac)
2 mM MgCl, (Panreac)

PBS-MK: 1mM MgClI2 (Panreac)
2,5 mM KCI (Panreac)
PBS

Para la determinacion del titulo de las producciones de AAVs, es necesario hidrolizar la capside del
virus para liberar el genoma del mismo y cuantificarlo. El tampdn de lisis empleado para ello es el siguiente:
Tampodn de lisis: 20mM Tris pH=7.4 (Sigma)

200mM NacCl (Panreac)
0,2% SDS (Amresco)



1.6. Tampones de proteinas

1.6.1.

Tampon RIPA

50 mM Tris (Sigma)

150 mM NaCl (Panreac)

1 mM EDTA (USB)

1% NP-40 (Fluka)

0,25% Sodium deoxycholate (Sigma)
50 mM NaF (Sigma)

10 mM C3H7Na205P-xH20 (Sigma)
Na407P2-10H20 (Sigma)
Inhibidores de proteasas (Roche)

1.6.2.

Reactivos para la preparacion de los geles

SDS-Tris-HCl a pH 8.8: 1,5 M Tris (Sigma)

0,4% SDS (Amresco)

SDS-Tris-HCl a pH 6.8: 0,5 M Tris (Sigma)

0,4% SDS (Amresco)

Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) (Amresco)

Tetrametil-etilen-diamina (TEMED) (Sigma)

Persulfato de amonio (APS) al 10% (Sigma)

Tampodn de carga (6x): 375mM Tris-HCl pH 6,8

1.6.3.

48% glicerol

9% B-mercaptoetanol

6% SDS

0,03% Azul de Bromofenol

Tampon de electroforesis

3,02 g Tris (Sigma)
14,4 g Glicina (Sigma)
1 g SDS (Amresco)

1L agua

1.6.4.

Tampon de transferencia

5,02 g Tris (Sigma)
14,4 g Glicina (Sigma)
0,2 L metanol (Panreac)

0,8 L agua



1.6.5. TBS-T

50 mM Tris (Sigma)

136 mM NaCl (Panreac)
40 mM KCI (Panreac)
0,1% Tween-20 (Sigma)
pH=7.5

1.7. Anticuerpos

1.7.1. Para western-blot

Anticuerpos primarios:

Anti-Insulin RB (C-19), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentracién de

1pg/mL en una incubacidn overnight a 4°C.

Anti-IGF-1RB (H-60) (Santa Cruz), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentra-

cién de 1pg/mL en una incubacidn overnight a 4°C.

Anti-IGF-1RB (Cell Signalling), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una dilucidn

1:1000 a partir del original en una incubacidn overnight a 4°C.

Anti-Phospho-IGF-I Receptor B (Tyr1135/1136)/Insulin Receptor B (Tyr1150/1151) (19H7), producido
en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una dilucién 1:1.000 a partir del original en una incubacién over-

night a 4°C.

Anti-GLP1R (H-55), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentracién de

1ug/mL en una incubacién overnight a 4°C.

Anti-IRS-2 (H-205) (Santa Cruz), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentra-

cién de 1pg/mL en una incubacion overnight a 4°C.

Anti B-actina (Sigma-Aldrich), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentracion

de 0,6pg/mL en una incubacién overnight a 4°C.

Anti-B-tubulina (Sigma-Aldrich), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentra-

cién de 0,7ug/mL en una incubacién overnight a 4°C.
Anticuerpo secundario:

Polyclona Swine Anti-Rabbit Ig/HRP (DakoCytomation). Este anticuerpo se ha usado a una diluciéon

1:10000 a partir del original en una incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente.



1.7.2. Para inmunohistoquimica

Anticuerpos primarios:

Anti-B-amyloid, 1-16 (6E10) Monoclonal Antibody, Purified (SIGNET, Covance), producido en ratdn.
Este anticuerpo se ha usado a una concentracién de 0,5pg/mL, en una incubacidon overnight a 4°C. El epitopo

de este anticuerpo se encuentra entre los aminoacidos 3-8 del AB.

Anti-Human-PHF-Tau Monoclonal Antibody, Purified (Thermo-Fisher), producido en ratén. Este anti-
cuerpo se ha usado a una concentracién de 1pg/mL en una incubacién overnight a 4°C. El epitopo de este

anticuerpo corresponde al residuo Thr231 fosforilado de la proteina humana Tau40.

Anti-lbal (Wako), producido en conejo. Este anticuerpo se ha usado a una concentracién de

0,5ug/mL en una incubacién overnight a 4°C.

Anti-Neuronal Nuclei (NeuN) Monoclonal Antibody (Millipore), producido en ratdn. Este anticuerpo

se ha usado a una concentracidn de 1ug/mL en una incubacién overnight a 4°C.
Anticuerpos secundarios:

Alexa Fluor goat anti-Mouse 1gG (Invitrogen). Este anticuerpo se ha usado a una dilucién 1:200 a par-

tir del original en una incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente.

Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG (H+L) (Invitrogen). Este anticuerpo se ha usado a una dilucidn

1:200 a partir del original en una incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente.

1.8. Oligonucledtidos para la amplificacion génica por PCR

Los oligonucledtidos que se han utilizado como cebadores o primers en las reacciones de PCR que se

han realizado en esta tesis son los siguientes:

Para la amplificacion de un fragmento del gen del receptor de insulina:
IR Forward: GCTTGGCTGAGCAACCTTATC (Tm = 61,26)
IR Revers: TTGAGCAGGTTGACGATTTCC (Tm = 62,45)

La secuencia amplificada es de 181 pares de bases.

Para la amplificacién de un fragmento del gen del receptor de IGF-1:
IGF-1R Forward: CTCAAGGATGGTGTCTTCACTAC (Tm = 57,86)
IGF-1R Revers: CACCCTCCATGACGAAAC (Tm =57,30)

La secuencia amplificada es de 136 pares de bases.



Para la amplificacion de un fragmento del gen del receptor de GLP-1:
GLP-1R Forward: CAAGCTGTTCACAGAACTCTCC (Tm = 59,14)
GLP-1R Revers: ATATTCAAGTGCTCCAGCCTC (Tm = 58,42)

La secuencia amplificada es de 135 pares de bases.

Para la amplificacién de un fragmento del gen del IRS-2:
IRS-2 Forward: TTCCAGAACGGCCTCAACTAT
IRS-2 Revers: CCTTCCTTCAAGTGATGGGACA

La secuencia amplificada es de 219 pares de bases.

Para la amplificacién de un fragmento del gen de la APP:
APP Forward: GCTTGCACCAGTTCTGGATGG
APP Revers: GAGGTATTCAGTCATGTGCT

La secuencia amplificada es de 450 pares de bases.

Para la amplificacién de un fragmento del gen de la proteina tau:
APP Forward: GAGGTATTCAGTCATGTGCT
APP Revers: TTCAAAGTTCACCTGATAGT

La secuencia amplificada es de 350 pares de bases.

Para la amplificacién de un fragmento del gen de la actina:
Actina Forward: CACTATTGGCAACGAGCGGTTC
Actina Revers: ACTTGCGGTGCACGATGGAG

La secuencia amplificada es de 150 pares de bases.



2. METODOS

2.1. Técnicas de extraccion y manipulacion del DNA

2.1.1. Preparacion de bacterias quimiocompetentes

Para poder transformar bacterias con el plasmido de nuestro interés, éstas han de ser capaces de
adquirir el DNA. Para ello, se emplean 5L bacterias quimicompetentes TOP10 (Invitrogen), las cuales se
hacen crecer en 3mL de LB durante toda la noche a 37°C y en agitacién. Con este precultivo se inoculara al
dia siguiente un cultivo de 200mL de LB y el cual se incuba a 37°C y en agitacidon hasta alcanzar una densidad

Optica (DOggo) de 0,5 (fase exponencial de la curva de crecimiento).

Una vez se tiene el cultivo a la densidad dptica deseada, se incuba en hielo durante 5 minutos y a
continuacidén, junto al mechero bunsen, se reparte en 4 tubos falcons de 50 mL. Se centrifuga durante 5 mi-
nutos a 4.000g y 4°C para precipitar las bacterias y poder asi eliminar el sobrenadante decantando el tubo. A
continuacién, los precipitados se resuspenden en 30mL de TFB1 por cada 100mL de cultivo y se incuba en
hielo durante 90 minutos. Transcurrido este tiempo, se centrifugan los tubos a 4.000g y 4°C durante otros 5
minutos y se vuelve a decantar el sobrenadante. Posteriormente, se resuspenden los precipitados en 4 mL
por cada 100 mL de cultivo original y se hacen alicuotas de 100uL en tubos eppendorf enfriados previamente
a -80°C, manteniéndolos en nieve carbdnica y cerca de un mechero bunsen. Las alicuotas se almacenan a -

80°C.

2.1.2. Transformacion de bacterias quimiocompetentes por choque térmico

La transformacion de bacterias con DNA plasmidico consiste en introducir un plasmido de interés en
una bacteria, donde se replicara junto con el cromosoma bacteriano. La divisidn celular y el posterior cultivo
y crecimiento de las bacterias transformadas permite la amplificacion del pldsmido, el cual se puede extraer

por diferentes métodos en funcién de la cantidad y pureza requerida del mismo.

Para empezar, se descongelan los viales de células quimiocompetentes necesarios (teniendo en
cuenta la necesidad de un control positivo y uno negativo). Para ello, se incuban los viales en hielo durante
10 minutos. A continuacién, se afaden 0,3-0,5ug de DNA y se mantienen los tubos en hielo 30 minutos mas
y a continuacion se lleva a cabo el choque térmico (heat shock), incubandolos durante 45 segundos en un
bafio de agua a 42°C y devolviéndolos inmediatamente al hielo. Tras 2 minutos en hielo, se afiade 200uL de
LB a cada vial y se incuban a 37°C en agitacidn durante 1 hora. Este paso permite que se exprese el gen de
resistencia a un antibiético determinado que contiene el plasmido y que servird para seleccionar las bacte-

rias transformadas haciéndolas crecer en una placa de LB-agar con el antibidtico correspondiente. Para ello,



se vierten los 300l presentes en el vial sobre una de estas placas y se extiende con la ayuda de un asa de

siembra. Las placas se incuban durante toda la noche en una estufa a 37°C.

2.1.3. Minipreparaciones de DNA plasmidico

Para la obtencion de pequefias cantidades de DNA plasmidico, se llevan a cabo minipreparaciones
(minis) de DNA. Para ello, se parte de un cultivo bacteriano inoculado el dia anterior en 3mL de LB (al que se
ha afiadido el antibidtico para el que presenta resistencia el plasmido de interés) con una colonia crecida en

una placa LB-agar (selectiva para la misma resistencia) y crecido durante toda la noche.

En primer lugar se centrifuga 1,5mL del cultivo a 12.000g durante un minuto para precipitar las bac-
terias al fondo del tubo y eliminar el sobrenadante. A continuacién se afaden 200 pL de P1 para resuspender
las bacterias y se lisan con 400 uL de P2. Tras invertir varias veces e incubar durante 5 minutos a temperatu-
ra ambiente, se afaden 400 L de P3 para neutralizar la mezcla y precipitar las proteinas presentes en la
misma, invirtiendo el tubo hasta la homogeneizacion total y se incuba en hielo durante 10 minutos para
ayudar a la precipitaciéon. A continuacidn se centrifuga durante 10 minutos a 12.000g para que el precipitado

se deposite en el fondo y recuperar el sobrenadante.

Finalmente, se procede a la precipitacion del DNA con 0,6 volimenes de isopropanol (Panreac), e in-
cubando la solucién durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras centrifugar nuevamente a 12.000g
durante 10 minutos, se obtiene un precipitado de DNA, se descarta el sobrenadante y el precipitado se lava
con 400 uL de etanol (Panreac) al 70% (v/v) y una ultima centrifugacidon a 12.000g durante 5 minutos. Se
descarta el sobrenadante, se deja secar el precipitado durante 5 minutos y por dltimo se resuspende con

20pL de agua MilliQ con RNasaA (QIAGEN).

2.1.4. Maxipreparaciones de DNA plasmidico

Para obtener mayores cantidades de DNA y de la pureza necesaria para poder transfectar células de
mamifero en cultivo, las minis no son adecuadas, y se deben realizar maxipreparaciones (maxis) de DNA.
Para ello, se parte de un volumen de cultivo mucho mayor (200mL), inoculado el dia anterior a partir de un
precultivo como el usado para las minis y con el antibidtico adecuado. Para llevar a cabo la extraccion se ha

utilizado el kit comercial E.Z.N.A.™ Fastfilter (Omega Bio-Tek), siguiendo las indicaciones del fabricante.

2.1.5. Digestion de DNA por enzimas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que reconocen de manera especifica unas secuencias
de unos pocos nucledtidos, e hidrolizan el enlace fosfodiéster entre dos nucledtidos concretos en las dos
cadenas de DNA. Esto permite cortar una secuencia concreta de un pldsmido e introducirla en un segundo

vector para generar un constructo con las caracteristicas necesarias para el estudio.



Ademas, conociendo la secuencia nucledtidica del plasmido de interés se puede saber donde cortara
una enzima concreta y, por tanto, podemos estimar el tamafio de los fragmentos que resultaran. Esto permi-
te comprobar si una ligacidn se ha producido correctamente, puesto que los fragmentos resultantes del
plasmido original (parental) seran diferentes de los originados por el constructo generado. Las enzimas de
restriccion se han empleado con los tampones y en las condiciones especificadas por el fabricante (aproxi-

madamente entre 5-10U de enzima por reaccion).

2.1.6. Electroforesis de fragmentos de DNA en geles de agarosa

Para analizar los tamanfios de los fragmentos de DNA resultantes de una digestidon o, también, de una
PCR, se separan por electroforesis en gel de agarosa. Para ello, en primer lugar se prepara un gel disolviendo
agarosa al 1-2%, en funcidn del tamafio de los fragmentos a separar, en tampon TAE. Para disolver la agarosa
es necesario calentar la mezcla, una vez disuelta, se enfria ligeramente, se afiade RedSafe en una proporcién
1:30.000 y se vierte la mezcla en un soporte de geles, con un peine que permita hacer unos pocillos en el gel
del tamafio deseado. Se deja polimerizar a temperatura ambiente. Una vez polimerizado, se coloca en la
cubeta de electroforesis, se disponen las muestras en los pocillos, acompafadas de un marcador de peso
molecular, bien de 1kb-10kb, bien de 100pb-1kb y se aplica una tensién de 80-120V durante el tiempo nece-

sario para que se separen las bandas.

2.1.7. Purificacion de fragmentos de DNA

La purificacion de DNA a partir de bandas de agarosa se ha realizado con el kit comercial de GENE-

CLEAN® (MPBio), siguiendo las especificaciones del fabricante.

2.1.8. Ligacion

Para introducir un fragmento de DNA en el vector adecuado se lleva a cabo por ligacién de ambos
fragmentos, usando la TADNA ligasa. Se debe tener en cuenta que, en el caso de que el vector se haya dige-
rido con una Unica enzima, para evitar que ambos extremos del mismo religuen entre si, se desfosforilan
utilizando una fosfatasa alcalina. Para ello, se aflade 1U del enzima al tubo del vector, 2uL del tampdn 10x y
se lleva la mezcla hasta un volumen total de 20pL. Se incuba a 37°C durante 15-20 minutos y finalmente se

inactiva el enzima incubdndola 5 minutos a 75°C.

Para la ligacién, se preparan dos reacciones con condiciones diferentes para aumentar las probabili-
dades de ligacidn. Asi, por una parte, se mezclan en un tubo eppendorf 50ng de vector con una cantidad
equimolar (1:1) de inserto (calculada en funcién del nimero de pb de ambos fragmentos) y, por otra, se pre-
para una condicidn (1:3). A estos tubos se afiade 1,5uL de tampdn de la ligasa (10x) y 10U de ligasa, y se lleva
hasta un volumen total de 15uL. De la misma forma se preparan los controles: uno sin ligasa para comprobar

el fondo de vector sin digerir, y otro sin inserto para comprobar la eficiencia de la fosfatasa.



Finalmente se incuban las muestras a 16°C durante un minimo de 4 horas (normalmente toda la no-
che) y se comprueba el resultado transformando bacterias quimiocompetentes, las cuales, al sembrarlas en
placas de LB-agar deben producir colonias en las muestras 1:1 y 1:3, pero no en los controles. A continuacién
se pican varias colonias de las placas 1:1 6 1:3, se crecen y se verifica la identidad del pldsmido mediante la
realizacién minis o maxis para obtener finalmente las cantidades necesarias de nuestro constructo para lle-

var a cabo los experimentos.

2.2. Técnicas de extraccion y manipulacion del RNA

2.2.1. Extraccion de RNA: Método del QlAzol

El RNA es muy inestable y se degrada muy facilmente. Por ello, se debe trabajar siempre con guan-

tes, en una superficie limpia, con materiales libres de RNasa y mantener las muestras en hielo.

Sobre la muestra, conservada a -80°C, se afiade 1 mL de QlAzol (QIAGEN) por cada 100 mg de tejido
y se homogeniza con ayuda del TissuelLyserLT (QIAGEN). A continuacion se centrifuga durante 10 minutos a
12.000xg y 4°C y el sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf nuevo, se incuba 5 minutos a tempera-
tura ambiente y se afiaden 0,2 mL de cloroformo (Panreac) por cada 1mL de QlAzol afiadido, agitando bien

con vortex.

Tras incubar 3 minutos a temperatura ambiente, se centrifuga 15 minutos de la misma forma que se
ha hecho anteriormente y el sobrenadante se traspasa a un tubo nuevo. Se procede entonces a la precipita-
cion del RNA con isopropanol a razén de 0,5 mL/1mL de QlAzol, agitando bien, incubando durante 10 minu-
tos a temperatura ambiente y centrifugando durante 10 minutos como anteriormente. Para lavar el precipi-
tado se emplea etanol 75% (1mL etanol/1mL QlAzol) y se centrifuga durante 5 minutos a 7.500g y 4°C. Fi-

nalmente, se resuspende el precipitado con 20 uL de agua DEPC.

2.2.2. Cuantificacion de RNA: Nanodrop

Se emplea el espectometro Nanodrop, con el software ND-1000 v:3.2.1 para determinar la concen-

tracion de las muestras de RNA, tomando 2 pL de la misma.

2.2.3. Experion

Para analizar la calidad del mRNA extraido, se emplea el sistema Experion (Figura 2.1). Para ello, se
parte de 2 puL de muestra, y se desnaturalizan las muestrasy 1 uL de ladder durante 2 minutos a 72°C, tras lo

cual se pasan al hielo.



A continuacion, se prepara el Gel Stain (GS): 65 pL gel filtrado + 1 pl stain azul (debe mantenerse en

oscuridad); y las muestras: 5 pL loading tampdn + 1 uL muestra (o RNA ladder).

CHIP (5a): 9uLGS —» imprimar en la estacién de imprimacién (8), valor B de presién y 1 de
tiempo (30 segundos).
9 uL GS
9 L gel

6 uL ladder y de cada una de las 12 muestras
A continuacidn se carga el chip en la estacién de electroforesis (1).

2 Figura 6.41. Componentes del sistema Experion. Experion
es un kit para la electroforesis automatica de acidos nuclei-
cos y en esta tesis se emplea para evaluar la calidad del
mRNA extraido de tejidos animales. El kit se compone por:
2. Laestacion de electroforesis

Software para el analisis de los resultados

Agitador vortex adaptado a la forma de los chips
Reactivos que incluyen el GS, el gel, el stain azul y el
ladder

i -~ m——"""
& / (5), (6), (7) Chips

D ess

vk w

L (8) Estacién de imprimacién

Los reactivos y chips son proporcionados por el Laboratori d’Analisi y Fotodocumentacié de la Fa-
cultat de Ciencies de la UAB. Los datos son procesados por Experion TM Software, version 3.0, System Opera-

tion and Data Analysis Tools (Bio-Rad) (2).

2.2.4. Retrotranscripcion

Se parte de 1pug de RNA y se diluye hasta 15 pL con H,O DEPC. Para eliminar las estructuras secunda-
rias del RNA, se desnaturaliza durante 20 minutos a 65 °C. A continuacidn, se utiliza el kit comercial iScript(R)

cDNA Synthesis kit (100 reacciones) (BioRad), siguiendo las especificaciones del fabricante.

2.3. Amplificacion de DNA por PCR

Se parte de 20 ng de DNA. En el caso de que el DNA proceda de una retrotranscripcion, se puede
considerar que 1 pug de RNA puede dar lugar a un 1ug de DNA copia (cDNA), que se encuentra en 20 plL. Este

DNA se diluye cinco veces y la mezcla de reaccidn es la siguiente, en un volumen total de 25 pL:

Tampon (10X, con MgCls) 2,5 uL
Oligo FW (10 pmol/uL) 1 uL (0,4 mM)
Oligo RV (10 pmol/uL) 1 uL (0,4 mM)
dNTPs (25mM) (Invitrogen) 0,4 uL (200uM)
DreamTaq (5u/uL) (ThermoScientific) 0,3 uL (1,5 u)
Molde (0,01 pg/uL) 2 uL (20 ng)

Agua 15,8 uL



El programa empleado en el termociclador (eppendorf, Mastercycler gradient) consiste en 45 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, alineamiento a una temperatura adecuada a cada pareja de
primers, o bien un gradiente de temperatura, durante 30 segundos, y una temperatura de elongacién de 72

OC durante 30 segundos.

2.4. Analisis de la expresion por PCR cuantitativa

Para la mezcla se emplea SYBR Green suministrado por el Laboratori d’Analisi y Fotodocumentacié
de la Facultat de Ciéncies de la UAB vy se lleva a cabo la reaccion en el termociclador del mismo servicio. La

mezcla, por cada pocillo de reaccién, se compone de:

SYBR Green (BioRad, REF 172-5124) 5puL

Oligo FW 0,4 uL
Oligo REV 0,4 uL
cDNA 2 uL

Agua 2,2 uL

Los datos son procesados informaticamente por el software Bio-Rad CFX Manager.

Para calcular la expresion relativa de cada gen, se lleva a cabo la PCR de un gen de referencia, la acti-
na. Los calculos se realizan mediante el uso del programa kPCR disefiado por el Dr. Miguel Chillén, basado en

los calculos publicados por Pfaffl et al. (Pfaffl)

2.5. Técnicas de extraccion y analisis de proteinas

2.5.1. Extraccion de proteinas: Método RIPA

Se afladen 300 pL de tampdn RIPA a la muestra de tejido (conservada a -80 °C) y se homogeneiza con
un sonicador, con pulsos de 30 segundos, separados por descansos de otros 30 segundos. Todo el proceso se

lleva a cabo en hielo para evitar el sobrecalentamiento de la muestra al sonicar.

A continuacién se centrifuga durante 20 minutos a 14.000xg a 4 °C, y el sobrenadante se pasa a un

tubo eppendorf nuevo.

2.5.2. Cuantificacion de proteinas: Método BCA

En primer lugar, para cuantificar las muestras se hacen diluciones 1:5, 1:10 y 1:20. La cuantificacidon
se realiza empleando el kit comercial BCA Protein Assay Kit, 23227 (Thermo Scientific), que consta de un
reactivo A (carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio en hidréxido de

sodio 0,1 M) y un reactivo B (4% de sulfato de cobre).



Como patrdn se utiliza la albiumina estandar suministrada por el kit en ampollas de 2mg/mL, y se ha-
cen diluciones seriadas de 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL y 0 mg/mL para construir la recta

patrén.

Para la determinacidn, se mezclan el reactivo A y el B en una proporcién 50:1 y se aifladen 2 uL de

muestra o patrén a 40 plL de esta mezcla.

A continuacion se lleva a cabo la determinacién espectrofotométrica en un lector de ELISA con el

programa especifico para el método BCA.

2.5.3. Western-Blot

2.5.3.1. Preparacion de los geles (separador al 7% y concentrador al 4%)

Separador Concentrador

0,7 mL Acrilamida/bisacril. 29:1 40% 0,195 mL Acrilamida/bisacril. 29:1 40%
1 mL 4X Tris-HCI SDS pH 8,8 0,5 mL Tris-HCI SDS pH 6,8

2,3 mL agua 1,305 mL agua

25uL APS 25uL APS

5 UL TEMED 5 UL TEMED

Poner el gel separador entre los vidrios BIO-RAD, dejar polimerizar y a continuacién poner el gel con-

centrador y el peine.

2.5.3.2. Preparacion de las muestras

Mezclar 25 pg de proteina (en un volumen total de 15 plL) con 3 uL de tampdn de carga 6X. Desnatu-

ralizar durante 10 minutos a 100 °C e incubar posteriormente 2 minutos en hielo.

2.5.3.3. Electroforesis

Poner los geles en la cubeta, afiadir el tampodn de electroforesis y cargar las muestras. Llevar a cabo
la electroforesis a 60V durante 10 minutos, tras los cuales se sube el voltaje hasta 100V y se corre hasta que
el frente llegue al final del gel. Para la identificacion de las bandas segiin su tamafio se ha empleado un mar-

cador de peso molecular (PageRuler Pre-Stained, Thermo Scientic).

2.5.3.4. Preparacion de la transferencia

Se cortan papeles Whatman y una membrana Amersham Hybond-P (GE Healthcare) del tamafio del
gel, y se incuban los geles durante 20 minutos en tampon de transferencia y los papeles whatman durante

10 minutos.

Por otra parte, se activa la membrana en metanol durante 10 minutos, se lava durante 5 minutos

con agua destilada y finalmente se incuba durante 10 minutos en tampdn de transferencia.



2.5.3.5. Transferencia

Se utiliza el sistema Trans-BLot Turbo (BioRad), y se coloca, desde el polo negativo al positivo en pri-
mer lugar un trozo de papel Whatman, a continuacion el gel, la membrana, y un segundo trozo de papel

Whatman. La transferencia se lleva a cabo a 30V durante 30-45 minutos.

2.5.3.6. Inmunodeteccion

A continuacion se prepara la solucion de bloqueo: BSA (Sigma) al 0,5% en TBST o leche en polvo
(Central Lechera Asturiana) al 5% en TBST y se incuba la membrana en ella durante 1 hora en agitacién. Esta
solucidn se emplea también para diluir el anticuerpo primario (ver diluciones en el apartado 1.7.1. Anticuer-
pos para Wetern-blot de la seccidon 1. Materiales). La membrana se pone en agitacion durante toda la noche

dentro de una bolsa con la dilucién correspondiente segin el anticuerpo utilizado.

El anticuerpo secundario se prepara de la misma forma (1:10.000), tras lavar la membrana con TBST
(TBS con 0,1% tween) con tres lavados rapidos, otro de 10 minutos y otro de 5 minutos. Tras la incubacion

durante 1 hora del anticuerpo secundario, se repiten los lavados y uno adicional en TBS.

. .z . o ™ . . .
Finalmente, se lleva a cabo la deteccidon con los reactivos Immobilon™ Western Chemiluminiscent

HRP Substrate (Millipore):

- HRP Substrate Peroxide Solution

- HRP Substrate Luminol Reagent

La peroxidasa unida al anticuerpo secundario cataliza la oxidacién del luminol por el peréxido vy el
luminol oxidado emite luz, que se puede detectar empleando un cassette con un film fotosensible Amers-

ham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare).

2.5.3.7. Densitometrias y cuantificacion de bandas

Para cuantificar la intensidad de las bandas obtenidas, se ha empleado el Software ImageStudiolLite

(LI-COR Biosciences).

2.6. Técnicas de cultivos celulares

2.6.1. Mantenimiento y pases de cultivos en monocapa

El mantenimiento de las células utilizadas se ha realizado en placas de 15 cm, realizando un pase
cuando las células alcanzan una confluencia del 75-80%. Para ello, se aspira el medio y se realiza un lavado
con 5 mL de D-PBS. A continuacidn, se retira este PBS y se afladen 10 mL mas para resuspender las células
por pipeteo. Se pueden utilizar estos 10 mL para resuspender una placa mas de la misma manera. A conti-

nuacion, todo el volumen se pasa a un tubo Falcon y se centrifuga durante 5 minutos a 1.000g. Tras la centri-



fugacion, las células quedan formando un precipitado al fondo del tubo y se elimina el sobrenadante por
aspiracioén. El precipitado de células se resuspende suavemente con 2mL de medio por cada placa original,
utilizando la pipeta, y se reparte en placas nuevas, donde se han afiadido 17,5mL por placa. La cantidad de
células a repartir en cada nueva placa depende de la dilucidn que se desee realizar, que, a su vez, depende
de cada tipo de célula y de su ritmo de crecimiento, asi como del uso que se le vaya a dar a las células. De
manera que, por ejemplo, para el mantenimiento semanal de los cultivos, para las 293-AAV se realiza nor-
malmente una dilucién 1:3 6 1:4 cada 3 6 4 dias respectivamente, mientras que las 293-QB se diluyen entre
1:6 y 1:8 para el mismo transcurso de tiempo. Por otra parte, si las células se han de utilizar al dia siguiente

para una transfeccion, por ejemplo, las 293-QB se diluyen 1:2 y las 293-AAV no se diluyen.

2.6.2. Congelacion y descongelacion de viales

Se procede de forma similar a la descrita para realizar un pase, pero una vez se obtiene el precipita-
do de células, éste se resuspende en 1mL de medio de congelacidn y se pasa a un criotubo. Inmediatamente,
el criotubo se guarda en un depdsito de congelacién gradual y éste, a su vez, se guarda en un congelador -

80°C. Al dia siguiente, ya se pueden almacenar los criotubos en una caja de congelacién.

2.6.3. Introduccion de DNA plasmidico por transfeccion

La transfeccidn de células de mamifero con constructos plasmidicos permite realizar un estudio in vi-
tro de las funciones de los mismos. En primer lugar, se debe tener en cuenta que para llevar a cabo una
transfecciéon con una buena eficiencia es necesario que las células se encuentren a una confluencia del 70%,

para lo cual se pueden sembrar el dia de antes o dos dias antes con la diluciéon adecuada.

En funcién de cudl sea el objetivo de la transfeccidn, ésta se puede llevar a cabo en placas de 6 pozos
(cuando es suficiente la visualizacion de las mismas para observar el resultado de las mismas o si se prevé
utilizar un citometro de flujo para ello); también se pueden transfectar placas de 10 cm si posteriormente se
desea realizar una extraccién de proteinas o RNA de las células transfectadas; y, en el caso de la produccién
de vectores adenoasociados, se lleva a cabo la transfeccion de placas de 15 cm. El procedimiento no varia en
funcidén del tipo de placa utilizada, y sélo se deben variar las cantidades de los reactivos de forma proporcio-
nal al numero de células crecidas en la placa. Aqui se detallaran las cantidades usadas para transfectar un

pozo de una placa de 6 pozos (1,2x10° células).

En primer lugar, se disuelven 3ug de DNA en 200uL de NaCl 0,9% vy, paralelamente, se prepara otra
dilucién con 6,75 pL de PEl 10mM (2,25uL por cada pg de DNA) en NaCl 0,9% ajustando un volumen total
igual al de la dilucion de DNA. A continuacién, la dilucion de PEl se afiade gota a gota sobre la dilucién de

DNA, agitando con la punta de la pipeta durante la adicidn. La mezcla se incuba a temperatura ambiente



durante 20 minutos, tiempo en el que se forman los complejos entre el DNA y el PEl y que permitird su en-

trada a través de la membrana de la célula.

Por otra parte, se aspira el medio del pozo o placa a transfectar y se afiade medio de transfeccidn
(750 pL en el caso de un pozo de placa de 6 pozos). A continuacion se adiciona la mezcla PEI/DNA con cuida-
do de que no se resuspendan las células y la placa se guarda en el incubador de cultivos celulares durante 3-
4 horas en el caso de las céluals 293-QB y hasta 6 horas para las 293-AAV. Al cabo de este tiempo, se aspira
el medio y se afiade medio fresco de crecimiento y se guardan en el incubador durante 48-72 horas, periodo

en el que el plasmido tiene tiempo de expresarse en el interior de la célula.

2.6.4. Infeccion con vectores adenoasociados

Para probar la funcionalidad de un virus in vitro, se utilizan células 293-QB a una confluencia del
70%. En primer lugar, se aspira el medio de la placa y se afiade el medio de infeccidn justo para cubrir el fon-
do del pozo (50uL en el caso de un pozo de placa de 96, 750 pL en uno de placa de 6 pozos). A continuacion
es suficiente con anadir el virus al pozo y guardar la placa en el incubador durante 24 horas. Al cabo de este
tiempo, se aflade medio de crecimiento hasta el volumen normal de mantenimiento y se mantiene en el

incubador durante 48 horas mas.

2.7. Produccidn y purificacion de vectores adenoasociados

Las producciones de vectores adenoasociados realizadas en esta tesis doctoral se han llevado a cabo
en las instalaciones de bioseguridad de nivel 2 (NSB2) del CBATEG, siguiendo el Reglamento de Seguridad de
la Unidad de Produccién de Vectores. Los residuos generados se han eliminado de acuerdo a los procedi-

mientos de NSB2.

2.7.1. Produccion de AAV2/10

Los vectores adenoasociados utilizados en esta tesis son AAVs pseudotipados, con las ITRs y los ge-
nes de replicacién del AAV2, y los genes de la capside del AAVrh10. Para ello, se realiza una triple transfec-
cion (Xiao et al., 1998) de células 293-AAV en la que se emplean tres plasmidos diferentes, uno contiene el
transgén y el promotor de interés, asi como las secuencias ITR necesarias para el empaquetamiento del vi-
rus; el pldsmido Rep2Capl0 expresa los genes rep del AAV2 y los genes cap del AAVrh10; vy, por ultimo, el
plasmido pXX6 expresa los genes del adenovirus (helper) necesarios para la replicacion del AAV. Para la

transfeccion se usa el método por polietilenimina (PEl) explicado anteriormente.

Para la produccién de AAVs se emplean 20 placas de 15 cm, y la cantidad total de DNA transfectado
es de 50 pg por placa. Para ello, se mezclan los tres pldsmidos en cantidades equimolares, calculadas en fun-

ciéon del numero de pb de cada uno. Tras mezclar el DNA con el PEIl e incubarlos durante 20 minutos a tem-



peratura ambiente, se reparten 2mL en cada una de las placas, en las previamente se ha retirado el medio de
crecimiento por 14 mL de medio de transfeccidon. Las placas se guardan en el incubador durante 6 horas,
tiempo al cabo del cual se retiran 8 mL de medio, se afiaden 8 mL mas de medio de crecimiento y se vuelven

a guardar en el incubador durante 48 horas mas.

Transcurrido este tiempo, se recogen las células con la ayuda de un rascador o scraper, se pasan a
tubos Falcon de 50 mL y se centrifugan a 1000g durante 5 minutos. El sobrenadante se pasa a tubos nuevos,
a razén de 35 mL/tubo y el precipitado se resuspende en 30 mL de tampdn de lisis. Sobrenadante y precipi-

tado se pueden guardar a -80°C hasta que se proceda a la purificacion del virus.

2.7.2. Purificacion por gradiente de iodixanol

Para la purificacion del AAV, se siguen dos procedimientos paralelos que parten, bien del sobrena-
dante que se guardd al recoger las células, bien del precipitado, resuspendido y congelado en tampodn de
lisis.

Purificacién a partir del sobrenadante: A cada tubo donde se pusieron 35 mL de sobrenadante se
afiaden 9 mL de Polietilenglicol (PEG) 40% (Fluka) y 1,2 mL de NaCl M y se incuba a 4°C durante 3 horas para
precipitar las particulas viricas. Transcurrido este tiempo, se centrifuga a 3.000g y 4°C durante 30 minutos,
se decanta el sobrenadante y los precipitados se resuspenden en un total de 5 mL de tampdn de lisis, pipe-
teando enérgicamente para asegurar una completa disgregacion del precipitado. A continuacién, se afade
1uL de benzonasa (U/mL) (Novagen) y se incuba a 37°C durante 1 hora para eliminar los posibles restos de
DNA celular. Transcurrido este tiempo, se mantiene a 4°C durante 48 horas hasta que se lleve a cabo la puri-

ficacion en gradiente de iodixanol.

Purificacién a partir del precipitado: En primer lugar, para asegurar la completa lisis de las células, se
Ilevan a cabo tres ciclos de congelacidén-descongelacién. Posteriormente, se centrifuga a 2.000g durante 10
minutos para precipitar los restos celulares y recuperar el sobrenadante, donde quedan disueltos todos los
componentes solubles de la célula, y éste se pasa a un tubo falcon nuevo. Se afiaden entonces 6uL de ben-
zonasa (U/mL) y se incuba a 37°C durante 1 hora para degradar el DNA celular. Tras esta incubacién, se cen-
trifuga a 3.000g durante 20 minutos para precipitar los restos de DNA y se vuelve a recuperar el sobrenadan-
te. A continuacion se afiaden 7,5mL de PEG 40% y 1mL de NaCl M y se incuba a 4°C durante 3 horas para
precipitar las particulas viricas. Transcurrido este tiempo, se centrifuga a 8.000g y 4°C durante 15 minutos,
se elimina el sobrenadante por decantacidn y se resuspende el precipitado en 5 mL de tampdn de lisis. Fi-
nalmente, al igual que en la purificacién a partir del sobrenadante, se incuba a 4°C durante 48 horas antes de

Ilevar a cabo el ultimo paso de la purificacién.



Ambos procedimientos convergen en un uUltimo paso de purificacidon por gradiente de iodixanol. Para

ello, se preparan 4 diluciones a diferentes concentraciones de iodixanol de la siguiente manera:
1. 9mL de lodixanol 15% en NaCl 1M en PBS-MK
2. 6mL de lodixanol 25% en PBS-MK con 20 uL de phenol red (rojo).
3. 5mL de lodixanol 40% en PBS-MK
4. 5mL de lodixanol 60% con 2 u de phenol red (amarillo).

El gradiente se forma afadiendo lentamente las distintas diluciones de iodixanol, comenzando por la
menos densa, y continuando de forma consecutiva, en el fondo del tubo, atravesando las capas anterior-
mente depositadas. Por ultimo, se afiaden los 10mL del lisado (5mL de la purificacion del sobrenadante y
5mL de la del precipitado). Se enrasa el tubo hasta arriba y se sella. Si fuera necesario, se prepara otro tubo
con PBK-MK para compensar la centrifuga. Si se llevan a cabo dos purificaciones de manera simultanea, se
equilibran los dos gradientes entre si. El gradiente se centrifuga en una centrifuga de alta velocidad, a

69.000g y 16°C durante 90 minutos.

Finalmente, se emplea un colector de fracciones para perforar el tubo por el fondo, y se recogen
fracciones de 500 L del virus purificado. Los primeros 3uL de se desechan y se recogen un total de 8 frac-

ciones, que mas tarde se titulardn por la técnica del picogreen.

2.7.3. Determinacion del titulo de la produccion por picogreen

La determinacién del titulo de las producciones de vectores adenoasociados se ha realizado por la
técnica del picogreen (App Vir), una molécula que se intercala en la doble cadena de DNA. El procedimiento
se ha realizado segun el protocolo de Piedra et al. (Piedra et al.). Debido a que los AAVs poseen un genoma
de cadena sencilla en el interior de una capside proteica, se debe llevar a cabo un paso previo diluyendo 2L
de cada fraccion por duplicado hasta un volumen total de 10uL con TE, a lo que se afiaden 10 puL de tampdn
de lisis. Entonces se somete la muestra a un calentamiento durante 1 hora a 70°C en el termociclador para
desnaturalizar las proteinas de la capside y se liberen los genomas (los cuales estaran compuestos por cade-
nas + y cadenas — en proporciones similares) y a continuacidn se baja la temperatura 5°C cada minuto para

favorecer la hibridacidén de cadenas + y — (procedentes de distintas capsides).

Por otra parte, para tener un control de la cantidad de DNA libre contaminante que pueda existir en
la preparacion, se toman otros 2uL de cada muestra por duplicado y se enrasan hasta un volumen total de

20 pL con TE.

Tras la preparacién de todas la muestras, se disponen los 20uL de cada una en los pocillos de una
placa negra de 96 pocillos, junto con una recta patrén compuesta por muestras de 40ng, 13,33ng, 4,44ng,

1,48ng, 0,49ng, 0,16ng y 0,12ng de DNA. El blanco se hace con TE. A continuacién se afladen 180uL de pico-



green en cada pocillo, y tras una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente, se lee la fluorescencia de

cada muestra con un fluorimetro.

Para convertir los valores de fluorescencia obtenidos para cada muestra en ng de DNA, se interpolan
los valores de cada muestra en la recta patron y, sobre este valor se aplica la siguiente férmula:

A-1,82 1012

ng/mL =
g/ B
Donde A= ng DNA-1000/200uL, son los ng/mL de DNA de cada muestra, y B es la longitud del geno-

ma del AAV (distancia entre las ITRs).

De esta manera se tiene en cuenta que la fluorescencia puede estar afectada por el tamano del ge-
noma, y que ésta se genera al hibridar una cadena de una particula virica con la de otra, por lo que se afade

el factor de correccién de 1,82.

2.8. Experimento in vivo

2.8.1. Genotipado de los animales

Previamente a la utilizacion de los animales para la inyeccidon de los vectores generados, se com-
prueba su genotipo mediante una extraccién de DNA gendmico y una PCR que amplifica un fragmento de los

genes APP y tau.

Para la extraccién de gendmico, se parte de un trozo de cola del animal y se digiere incubandolo a
56°C en agitacion durante toda la noche en un tampdn de lisis con proteinasa K .
Tampdn de lisis: 100 mM Tris pH 8,5
200 mM NacCl

5 mM EDTA
0,2% SDS

Antes de su uso, se afiaden 100ug/mL de proteinasa K.

Tras la digestion de las colas, se centrifugan a 12.000 rpm durante 5 minutos y se transfiere el sobre-
nadante a un nuevo tubo, donde se afiaden 500uL de isopropanol para precipitar el DNA. Tras agitar la mez-
cla, se centrifuga de nuevo a 12.000 rpm durante 10 minutos y se elimina el sobrenadante. A continuacién se
lava el precipitado de DNA con 500uL de EtOH 70%. Se vuelve a centrifugar durante unos segundos y se eli-
mina el sobrenadante. Se deja secar el precipitado y finalmente se resuspende en una solucién de TE (10mM

Tris-HCl pH 7,4, 1mM EDTA pH 8,0) agitandolo toda la noche a 56 °C o durante 2 horas a 65°C.



2.8.2. Inyeccion intracraneal de vectores AAV.

El procedimiento de inyeccion in vivo de vectores adenoasociados se llevd a cabo en las instalaciones
del Servei d’Estabulari de la UAB. Los ratones fueron manipulados de acuerdo a las normas de bienestar

animal y todo el protocolo fue aceptado por el Comité de Etica de la UAB (CEAAH 2196).

La inyeccién intracraneal consiste en la administracion directa a una zona concreta del cerebro. En el
caso de los vectores con el cDNA de IGF1R y GLP1R, se inyectan en el hipocampo, principal érgano implicado
en los procesos de memoria, y en el cértex prefrontal, area responsable del comportamiento y la toma de
decisiones. En el caso de los vectores con los shRNAs, se inyectan sélo en hipocampo, area en la que empie-
zan a aparecer los primeros depdsitos de AB intraneuronal. En ambos casos se realiza una inyeccién en cada
hemisferio, con un volumen total de 3uL de virus a una concentracién de 1,58-10" vg/mL en el primer caso y

de 10"vg/mL en el segundo.

Para empezar, el animal es anestesiado con una mezcla de Ketamina/Xilacina (10mg/1mg por kg de
peso) inyectada por via intraperitoneal. Para evitar la sequedad de la cornea, se aplica una gota de NaCl 0,9%
(B. Braun, REF ) en cada ojo. Se comprueba el reflejo podal y cuando éste desaparece se procede a iniciar la
cirugia. En primer lugar, se realiza un corte de unos 7-8mm en la piel del craneo del animal, y se localiza el
punto Bregma. A continuacién, con la ayuda de un aparato estereotaxico, se coloca la aguja de una jeringa
Hamilton de 10puL (en cuyo interior se ha dispuesto la solucidn con el virus) en el punto correspondiente a las
coordenadas de uno de los puntos de administracién. Se marca la posicidn de este punto y con una aguja de
0,40 se perfora cuidadosamente el craneo sin tocar el cerebro. A través de este agujero, se introduce la Ha-
milton, acoplada a una bomba de microinyeccién, que dispensa el contenido de la jeringa a un ritmo de

0,5uL/minuto.

Tras realizar la inyeccion de la misma manera en todos los puntos de administracién, se retira al
animal del aparato estereotaxico, se cierra la herida con una grapa y se devuelve a su jaula administrando

calor hasta su recuperacion de la anestesia si fuera necesario para evitar la hipotermia.
Las coordenadas de los puntos de inyeccidn fueron las siguientes:
Hipocampo: AP: -2,46mm, L: 2,7mm, V: -2,5mm

Coértex Prefrontal: AP: 2,80mm, L: 1,5mm, V: -1,4mm
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2.9. Pruebas de comportamiento

2.9.1. Pruebas sensoriomotoras

2.9.1.1. Barra de madera

Para medir la coordinacion motora y el equilibrio se utiliza una =
barra de madera de 1cm de didmetro, suspendida 40cm por encima de
la superficie de trabajo. El animal se coloca en el centro de esta barra,
donde se han marcado segmentos de 10cm de longitud a un lado y otro

del centro. Se cuenta el nimero de segmentos que recorre el animal en

20 segundos y, en su caso, el tiempo que tarda en caer. Se realizan 2 .

v R it o0 v o f s e |

trials consecutivos. Figura 6.42. Prueba de equilibrio y coor-
dinacion en la barra de madera.

2.9.1.2. Barra de metal

Como en el caso anterior, esto permite medir la coordinacién motora y el equilibrio, pero con una
mayor dificultad para el animal, pues no puede clavar las garras en la madera para evitar caer. Como en el
caso anterior, se llevan a cabo 2 trials consecutivos de 20 segundos cada uno, y se anota el nimero de seg-

mentos recorridos y la latencia en caer.

2.9.1.3. Percha

Utilizando una percha metalica, se puede medir la capacidad prensil y la coordinacion motora del
animal, dejando que éste se agarre con las patas delanteras a la barra horizontal de la percha, de 2mm de
didametro y 400mm de longitud, y suspendida 60 cm por encima de la

superficie de trabajo. El animal se coloca en el centro de la misma y se

realizan 2 trials de 5 segundos cada uno y un tercero de 60s. El tiempo
que tarda en caer en el trial de 5 segundos es indicativo de la fuerza fisica
del animal, y los segmentos recorridos dan una idea de la coordinacion

motora del mismo. Por su parte, tiempo que tarda en caer en el trial de

60 segundos es directamente proporcional a la resistencia fisica, y los

Figura 6.43. Prueba de fuerza, resis-
tencia fisica y coordinacion locomoto-
ra en la percha.

segmentos recorridos correlacionan con la coordinacion locomotora.

2.9.1.4. Prueba de reflejos

Por ultimo, se miden los reflejos visual y de extensidn de las patas posteriores, suspendiendo al ra-
ton por la cola desde una altura de unos 50cm y acercandolo lentamente hacia una superficie negra. El test
se realiza 3 veces consecutivas, observando si el animal extiende hacia delante las patas delanteras (reflejo

visual correcto) y si extiende hacia atras las traseras (reflejo de extension correcto).



2.9.2. Corner Test

En la prueba del corner, se coloca al animal en el centro de una caja idéntica a la utilizada para su es-
tabulacidn. Se deja que el animal explore libremente la caja durante 30 segundos, contabilizando el nimero
de veces que se acerca a cualquiera de las esquinas (corners) y las veces que se levanta sobre sus patas tra-
seras, apoyando las delanteras en la pared de la caja (rearings). También se anota el tiempo en el que el

animal realiza el primer rearing.

2.9.3. Open Field

En esta prueba se emplea un tablero blanco de 50x50cm, con unas paredes de 10 cm de alto. En di-

cho tablero se dibuja una cuadricula de 5x5 cuadrados de 10x10cm. Se coloca al ratdn en el cuadrado del
centro y se le deja durante 5 minutos que explore el tablero. Se anota el

tiempo en el que el ratdn sale de la cuadricula central, el tiempo en el que

llega a la ultima linea de cuadrados (periferia) y el tiempo en el que realiza

el primer rearing y el primer grooming. Para cada minuto, se contabiliza el

numero de lineas horizontales que cruza en su recorrido (crossings), lo que

servird para estimar la actividad horizontal del animal. También se cuentan

las veces que realiza un rearing, tanto en la pared como en el centro del

Figura 6.44. Tablero empleado en la tablero, para estimar la actividad vertical, asi como los groomings realiza-

prueba del Open Field.
dos.

Entre animal y animal, se limpia el aparato con etanol y agua.

2.9.4. Black and White Box Test

Para realizar esta prueba se precisa de una caja dividida en dos partes, una de color blanco y otra de
color negro. La parte blanca presenta en el fondo una cuadricula de 2x3 de 10x10cm vy la negra, una cuadri-
cula de 2x2 de las mismas dimensiones. Ambas partes se comuni- o
can por una obertura a modo de puerta de 5x7cm. Para empezar,
se coloca al animal en una de las dos esquinas mas alejadas de la
puerta de la parte negra. Durante 5 minutos, se deja que el animal
explore libremente, se anota el tiempo que tarda en salir por pri-

mera vez a la parte blanca y el nimero de veces que atraviesa la

puerta de una parte a otra. También se contabiliza el nUmero de Figura 6.45. Caja Black-and-White.

crossings y rearings en cada una de las dos partes.

Entre animal y animal, se limpia el aparato con etanol y agua.
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2.9.5. T-Maze

Se utiliza un laberinto en forma de “T” para llevar a cabo una prueba de “Spontaneous Alternation”.
Para ello, se coloca al ratdn en el extremo del brazo mas largo de la “T”, mirando hacia la pared. En esta par-
te existe una compuerta que, inicialmente, se encontrara cerrada. Se observa el comportamiento del ani-
mal, anotando el tiempo que tarda en mover una mano por primera vez y el momento en que se gira hacia la
compuerta. Al cabo de 20 segundos, se abre dicha compuerta y a partir de este momento, se deja que el
animal explore todo el laberinto. También se anota el tiempo que tar-
da en llegar a la interseccion de la “T” y el momento en el que entra en
cada uno de los otros brazos. Se considera que el test se ha realizado
correctamente si el animal va pasando de un brazo a otro de la “T” de
forma que no entre en un brazo que ya ha visitado si aun le queda otro
por explorar. En caso contrario, se deja que el raton explore el laberin-

to hasta que haya realizado todo el recorrido, y se anotara el numero

Figura 6.46. Estructura empleada en el T- de veces que ha entrado en un brazo que ya habia explorado ante-

maze.
riormente (errores).

Entre animal y animal, se limpia el aparato con etanol y agua.

2.9.6. Morris Water Maze

Previamente a la realizacion del Morris Water Maze (MWM), se deben disponer los animales en ca-
jas individuales, en las que permaneceran durante los periodos entre los diferentes trials de un mismo dia. Al
final del dia, los animales se devuelven a su jaula de estabulacién junto con el resto de animales que compar-

ten la misma jaula.

Se emplea una piscina de 1 metro de didmetro, en la cual se coloca una plataforma cilindrica de unos
10cm de altura y 8cm de didmetro en posicidn Norte respecto al observador, y a una distancia de unos 10cm

de la pared de la piscina. En el agua (T2 = 25+2 °C) se afiade pintura blanca hasta que quede opaca.

Esta prueba se realiza a lo largo de seis dias, y en el primero, la plataforma es visible por encima de la
superficie del agua y se sefiala con una bandera. Este primer dia se llamara CUE. Para cada animal se llevan a
cabo 4 trials, durante los cuales el ratén se introduce en la piscina por el Este o el Oeste de forma alterna. Se
deja que el ratdén nade libremente por la piscina hasta que encuentre la plataforma y se suba a ella, donde
permanecera durante 20 segundos. Al cabo de este tiempo, se retira al animal y se le devuelve a su caja indi-
vidual. Se deja que el animal nade durante un maximo de 60 segundos, si al cabo de este tiempo, el animal
no ha subido a la plataforma, se le coloca encima de la misma y se le deja alli durante 20 segundos, tras los

cuales se le devuelve a su caja. En cada trial, se introducirdn todos los animales de forma consecutiva y, al



acabar con el ultimo, se comienza el siguiente trial con todos los animales en el mismo orden, un periodo

entre trial y trial de unos 45-50 minutos.

Al dia siguiente, se anade agua a la piscina hasta que la superficie de la misma quede aproximada-
mente 50mm por encima de la plataforma. También se retira la bandera. El procedimiento es el mismo que
durante el primer dia, pero se considera suficiente con que el animal toque la plataforma, aunque no se suba
a ella. Asi se procede durante tres dias mas (entrenamiento, prueba de adquisicion o Place Task, PT) y, en el
Ultimo dia, al cabo de 2 horas desde el ultimo trial, se realiza un trial mds durante el que se lleva a cabo una
prueba de memoria, sin la plataforma (Removal). Al cabo de 24h (62 dia) del ultimo PT, se realiza una nueva

prueba de memoria.

Todas las pruebas de comportamiento, a excepcién de las pruebas sensoriomotoras y el Corner Test,
son grabadas con una cdmara Labtec WebCam Pro. Para el anadlisis de las distancias nadadas por los animales

en el MWM se ha empleado el Software Smart3 (Panlab).

2.10. Eutanasia y toma de muestras

La eutanasia de los animales se lleva a cabo por decapitacidn tras ser anestesiados con Isoflurano.
Rapidamente, para evitar la degradacién del RNA y las proteinas, se procede a la extirpacion del cerebro, y
se disecciona en 7 areas diferentes: Bulbo Olfatorio, Cértex Prefrontal, Cértex Motor, Cértex Entorrino, Ce-
rebelo, Hipocampo e Hipotalamo. Las muestras se congelan rapidamente en nitrégeno liquido o nieve car-

bdnica, y se guardan a -80°C hasta su uso.

Se procesan ambos hemisferios de la misma manera, utilizando uno para la extraccidon de proteinas y
el otro para la extraccidon de RNA, o bien, uno de los dos se disecciona en areas para extraccién de proteinas
o RNA vy el otro se mantiene entero y se pone en un tubo con paraformaldehido 4% para fijarlo e incluirlo

posteriormente en bloques de OCT para realizar tinciones e inmunohistoquimicas.

2.11. Inmunohistoquimica y tinciones de cortes histologicos

2.11.1. Fijacion e inclusion en bloques de OCT

Tras la extraccion del cerebro, éste se corta por la mitad en sentido sagital, reservandose una mitad
para su diseccion en diferentes areas que seran usadas para la extraccion de RNA o proteinas, y la otra mitad
se guarda en un tubo falcon de 15 mL con 5 mL de paraformaldehido 4% preparado en una dilucidon de tam-
pon fosfato (0,02M NaH,PO,, 0,08M Na,HPO,). Para asegurar la fijacion del tejido, se mantiene asi a 4°C
durante un minimo de 4-5 dias. Transcurrido este tiempo, se lava el tejido con PBS entre 5y 7 veces y se

sumergen en una disolucién de sacarosa al 30%, que actuard de criopreservante. Asi se mantiene durante



24-48 horas a 4°C, tiempo durante el cual se observa que, inicialmente, el tejido flota en esta disolucion,
pero a medida que la sacarosa penetra en el tejido, éste se va hundiendo, hasta llegar al fondo. La solucidn

se cambia 2-3 veces en este periodo.

A continuacion, los tejidos se colocan en moldes de plastico y se cubren con OCT (O.C.T. Compand,
Tlssue-Tek, Sakura) y los molden se sumergen en isopentano enfriado con nitrégeno liquido, hasta que que-
dan completamente congelados. Los bloques se guardan a -20°C hasta su posterior procesamiento en el

criostato.

2.11.2. Realizacién de cortes y montaje

Los cortes de los bloques de OCT se realizan en el criostato con un espesor de 20um. Previamente,
se deben tratar con silane los portas donde se pescaran los cortes. Para ello, se incuban con silane durante 1
minuto, y a continuacidén se lavan con PBS y se dejan secar toda la noche a 55°C. Los cortes de tejido se dis-

ponen sobre estos portas y se guardan a -20°C hasta llevar a cabo la tincién o la inmunohistoquimica.

2.11.3. Inmunohistoquimica

Para empezar, se calientan los portas con las muestras a 55°C durante 10 minutos y se realiza un la-
vado con Tris 0,05M (Sigma, REF T1503-1KG), seguido de dos lavados con Tris 0,05M-Tween 20, de 10 minu-
tos cada uno. A continuacidn, se incuba con la solucion de bloqueo (BSA 0,2% en Tris-Tween) durante 1 hora
a temperatura ambiente y transcurrido este tiempo, se afiade el anticuerpo primario (diluido en solucién de
blogueo a la dilucién adecuada) y se incuba a 4°C durante toda la noche. Asi, al dia siguiente, se realizan 3
lavados con Tris-Tween de 10 minutos cada uno y a continuacién se incuba durante 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario, diluido también en solucién de bloqueo. Finalmente se realizan 3
lavados como los anteriores y un ultimo lavado con Tris 0,05M de 10 minutos, y se procede a montar las

muestras con DPX y un cubreobjetos.

Las muestras se han visualizado en un microscopio Nikon acoplado a una ldmpara de emisién de

fluorescecia y a una camara (Nikon)

2.12. Analisis estadistico

Los resultados relativos a los estudios de expresidon se presentan como la media de los valores obte-
nidos para cada muestra * la desviacién estandar, y los resultados de las pruebas de comportamiento se
expresan como la media de los valores obtenidos para cada animal * el error estandar (SEM= Desviacidn
tipica/v/n. Las diferencias entre grupos se analizaron, siguiendo el test estadistico adecuado a las condiciones

del experimento: T-studen, ANOVA de una via, ANOVA de dos vias o por comparaciones multiples conside-
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rando diferencias estadisticas significativas para valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001

(****).
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