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Resumen
___________________________________________________________________________________________________

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad progresiva que no tiene cura en la actualidad. En la

mayoría de los casos su etiología es multifactorial, aunque menos del 6 % tiene una base genética o

hereditaria. Una teoría importante sobre la patofisiología de la EA involucra un aumento del

procesamiento amiloidogénico de la proteína precursora amiloide (APP), lo que conduce al aumento del

péptido beta-amiloide (Aβ) 1-42. Este péptido forma oligómeros que desencadenan eventos que resultan

en la formación de placas beta amiloides. El colesterol también está implicado en la formación de Aβ1-42 ,

ya que su aumento en las balsas lipídicas puede promover la formación de este péptido al activar las

enzimas β y γ-secretasas (Xiong et al. 2008). Por otro lado, es de amplio conocimiento que los iones de

cobre II (Cu) se hallan involucrados en la etiopatogénesis de la EA (Sparks & Schreurs, 2003; Squitti et al.

2005; Arnal et al. 2010a). Nuestro Grupo ha documentado que las personas pueden experimentar una

sobrecarga de Cu de diversas formas (Arnal et al. 2011; Arnal et al. 2010b) y que los individuos con EA

presentan niveles elevados de Cu libre (no unido a ceruloplasmina) en su sangre (Arnal et al. 2010a;

Squitti et al. 2008). En este contexto, recientemente hemos demostrado en experimentos in vitro que

concentraciones subletales de Cu tienen la capacidad de inducir la síntesis de colesterol de novo en

neuronas inmaduras (Zubillaga et al. 2022).

En esta tesis doctoral, se demuestra por primera vez que los astrocitos derivados de crías hembra

(ADCH) son más susceptibles a la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) inducida por el Cu.

Además, se ha observado que el tratamiento con Cu aumenta la expresión de la proteína ácida fibrilar

glial (GFAP), indicando una respuesta reactiva de la glia, especialmente en ADCH. Además, se ha

confirmado que niveles subletales de Cu pueden inducir la síntesis de colesterol de novo en cultivos de

astrocitos de ratas Sprague-Dawley, modificando la expresión de factores clave, como la Proteína 2 de

unión al elemento regulador de esteroles (SREBP-2) y 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa

(HMGCR), y que este efecto también presenta dimorfismo sexual. En este sentido, parte delos resultados

de esta tesis sugieren que los medios condicionados de astrocitos tratados con Cu afectan tanto los

niveles de ROS en las neuronas como la distribución de la proteína APP y del colesterol en las membranas

neuronales, lo que podría favorecer a la vía amiloidogénica.
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Nuestro estudio también involucró cultivos de astrocitos de ratones transgénicos que

sobreexpresan las proteínas APP y presenilina 1 (PS1) (APP/PS1) y reveló que estas células son más

susceptibles a la producción de ROS cuando se exponen al Cu que los astrocitos WT. Los datos muestran

que el tratamiento con Cu aumenta la expresión de genes relacionados con el metabolismo del

colesterol y se asocia con un incremento en los niveles del mismo, especialmente en los astrocitos

derivados de ratones APP/PS1. Por otra parte, se planteó la hipótesis de que el estrés oxidativo en las

mitocondrias podría estar contribuyendo a los efectos del tratamiento con Cu. Los experimentos llevados

a cabo respaldan esta idea, ya que se observó que los cambios inducidos por el Cu disminuían cuando las

células eran tratadas con antioxidantes específicos dirigidos a las mitocondrias.

Además de los astrocitos, se estudiaron las células de la microglía y se observó que la exposición

de dichas células al Cu, tanto solo como en combinación con Aβ, aumenta la generación de ROS y provoca

una activación microglial con aumento del marcador Iba-1. También se evidenció una regulación de genes

relacionados con la inflamación como los involucrados en la vía NLRP3 del inflamasoma, activada por los

tratamientos con Cu y Cu en combinación con Aβ. Finalmente, pudimos observar un aumento en la

liberación de IL-1β, una citoquina proinflamatoria, al medio de cultivo.

En resumen, esta tesis destaca la relevancia de la neuroglia, en particular astrocitos y microglía, y

su interacción con las neuronas en un contexto de neuroinflamación. Es importante mencionar que

nuestro trabajo destaca cómo el estrés oxidativo mediado por el Cu tiene un papel importante en la

alteración de la homeostasis del colesterol y en la promoción de respuestas inflamatorias en la neuroglía,

apoyando la hipótesis inicial de que el Cu podría jugar un rol fundamental en la etiopatogénesis de la EA.
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1. Introducción
________________________________________________________________________________

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer esporádico (EA) fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer en

1910. Se trata de un trastorno neurodegenerativo de tipo demencia, con una patogenia compleja que se

caracteriza, desde una perspectiva anatómica, por la pérdida de neuronas y sinapsis, así como la

presencia de placas seniles y degeneración neurofibrilar (Boller et al. 1997). Clínicamente se manifiesta

como un deterioro lento y progresivo con pérdida de memoria, problemas para realizar tareas cotidianas,

dificultad para comunicarse y cambios de personalidad (Donoso et al. 2001). La incidencia de la EA

aumenta con la edad siendo de 15-20 % en personas de 80 años y de 30 a 50 % en mayores de 85

(Fornazzari et al. 1997; Kukull et al. 2000). Cabe mencionar que existe otro tipo de Alzheimer llamado

Alzheimer familiar o hereditario (EAF), que comienza a edades más tempranas (55 años) y que está

fuertemente ligado a la presencia de ciertas mutaciones como se describe a continuación. La EAF

representa hasta el 5 % de los casos de EA evaluados en clínicas de memoria y engloba al menos 230

mutaciones en tres genes que codifican proteínas relacionadas tanto con la síntesis de la proteína

precursora amiloide (APP), como con su proteólisis formando el péptido beta-amiloide (Aβ) (Lleó et al.

2002). Las presenilinas 1 y 2 (PS1 y PS2) son una familia de proteínas transmembrana que constituyen la

subunidad catalítica de la enzima gamma-secretasa, encargada de escindir a la APP. Casi el 50 % de los

individuos portadores de mutaciones en los genes que codifican para PS1, PS2 y APP han sido

identificados en árboles genealógicos familiares que muestran una forma de herencia autosómica

dominante de la EAF (Lleó et al. 2002; Janssen et al. 2003; Clarimon et al. 2009). Otro descubrimiento

genético importante ha sido la identificación del alelo ε4 de la apolipoproteína E (ApoE), una proteína

implicada en el transporte del colesterol y otros lípidos, como el factor de riesgo genético asociado con la

EA esporádica. La ApoE es sintetizada primariamente por el hígado y los astrocitos en el cerebro

(Jackson et al. 2022). ApoE4 impulsa, junto con el envejecimiento, la presencia de placas de Aβ y ovillos

neurofibrilares en individuos con otros diagnósticos neuropatológicos primarios como esclerosis lateral

amiotrófica, taupatías primarias y enfermedades con cuerpos de Lewy (Robinson et al. 2018). ApoE se
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une a Aβ y efectúa la eliminación de Aβ en sus formas soluble y agregadas . Se cree que ApoE ɛ4 es

menos eficiente para mediar en la eliminación de Aβ (Deane et al. 2008).

En relación a la EA no familiar, si bien los síntomas clínicos se manifiestan principalmente en la

vejez, es importante destacar que los cambios bioquímicos y estructurales en diversas regiones

cerebrales comienzan décadas antes de la aparición de dichos síntomas (Viña & Lloret 2010). En cuanto a

la predisposición al desarrollo de la EA, se han identificado más de 20 genes como factores de riesgo

(figura 1), asociados principalmente a procesos inflamatorios, metabolismo del colesterol, reciclaje de

vesículas endosómicas, etc. (Karch & Goate 2015). Si bien la presencia de estos genes de manera

individual sólo aumentan ligeramente el riesgo de desarrollo de EA, cuando se combinan pueden casi

duplicar la predicción de casos (Escott-Price et al. 2015).

Figura 1: Genes considerados factores de riesgo en la EA hasta la fecha. El color interno corresponde a su función
entendida. Cuando hay dos colores internos, el gen se ha implicado en más de una vía. También se cree que los genes
encerrados en un círculo amarillo influyen en el metabolismo de la APP, mientras que los genes encerrados en un círculo rojo
influyen en el metabolismo de tau. (Karch & Goate 2015).

Además, y dado que la mayoría de los casos de EA tardío no pueden ser explicados genéticamente, deben

considerarse varios factores que parecen contribuir a su desarrollo (Henderson 1988) incluyendo:

● Edad

● Traumatismos craneales repetidos y otros daños cerebrales

● Algunas enfermedades como la diabetes y la enfermedad cardiovascular.
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● Factores ambientales: el estrés, la falta de estimulación cerebral y la exposición a sustancias

tóxicas .

Se han informado claras diferencias en la incidencia y prevalencia de esta neurodegeneración en mujeres

cromosómicamente XX y hombres cromosómicamente XY (De Deyn et al. 2011). Algunos estudios

epidemiológicos han documentado que las mujeres cis-género constituyen alrededor del 70 % de las

personas que viven con EA, (Farrer et al. 1997). Se cree que este hecho podría deberse en parte a que

dichas mujeres tienen una expectativa de vida mayor respecto a los varones cis-género, aunque esta

mayor longevidad no explica totalmente la mayor incidencia en relación al sexo genético (Viña & Lloret

2010). Además, las mujeres cis-género con EA muestran un deterioro más rápido y pronunciado que los

varones, mientras que el estado mental final es comparable (Chene et al. 2015). En diversos estudios

realizados en roedores, se ha demostrado que con la edad la concentración de Aβ en ratones hembra

supera a la de sus coetáneos macho (Wang et al. 2003; Carroll et al. 2010). A su vez, Schmid y col

demostraron en un modelo de EA de ratón (Tg2576), que las hembras eran más susceptibles a los

efectos tóxicos de Aβ que los machos (Schmid et al. 2018). Existen varias hipótesis biológicas que

explicarían las diferencias sexuales en la EA, como las diferencias en la reducción de las hormonas

sexuales relacionadas con la edad (estrógenos, progesterona, testosterona) y diferencias sexuales en la

anatomía del cerebro de hombres y mujeres (Cui et al. 2013). Múltiples investigaciones coinciden en que

la progresión de la menopausia incrementa la incidencia de trastornos neurológicos asociados con

enfermedades neurodegenerativas comunes relacionadas con la edad como la EA (Pike, 2017). Además,

se observa una disminución en la neuroesteroidogénesis durante la menopausia (Rosario et al., 2011),

fenómeno que se agrava en los cerebros afectados por la EA (Schumacher et al. 2003). La relación entre

la pérdida de estrógenos en mujeres posmenopáusicas y el riesgo de demencia encuentra respaldo en

pruebas clínicas que indican una incidencia de EA de 2 a 3 veces mayor en mujeres que en hombres

(Ryan et al., 2014). Por otra parte, Neu y col, observaron que las mujeres cis-género portadoras del alelo

ApoEɛ4 tienen un mayor riesgo de desarrollar EA en comparación con hombres cis-género portadores

del mismo alelo (Neu et al. 2017). Otros estudios epidemiológicos también han respaldado la idea de que

la presencia de este alelo aumenta el riesgo de EA en mujeres (Farrer et al. 1997). Existe además un

dimorfismo sexual en cuanto a la morfología de los astrocitos que se hace evidente desde el nacimiento

(Mong & McCarthy 2002), lo que sugiere que pueden existir también diferencias sexuales tempranas en
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las propiedades de las células gliales. Se cree que el dimorfismo sexual se produce a través de un efecto

organizativo de los esteroides gonadales en los machos (Mong & McCarthy 2002). Además de los

astrocitos neonatales, también se cree que el sexo influye en las propiedades de las células microgliales

neonatales, incluida la expresión de genes proinflamatorios (Loram et al. 2012). El desarrollo de métodos

confiables para aislar y mantener poblaciones de astrocitos sexados es esencial para analizar probables

diferencias moleculares debidas a las diferencias sexuales, y sus posibles consecuencias en el desarrollo y

gravedad de patologías como la EA. La influencia sexual en las respuestas de la microglía a los estímulos

proinflamatorios ha sido bien documentada, aunque los mecanismos moleculares todavía se discuten

(Hanamsagar & Bilbo 2016; Nelson & Lenz 2017; Loram et al. 2012; Rahimian et al. 2018). En relación a los

astrocitos, hay poca información respecto a las diferencias sexuales en la sensibilidad de estas células a

las sustancias proinflamatorias.

1.1.1 Posibles causas de la EA: hipótesis amiloidogénica

Existen diversas teorías que intentan explicar la etiopatogenia de la EA, una de las más prevalentes

es la hipótesis amiloide, la cual sugiere que la acumulación de formas patológicas de Aβ son producidas

por la escisión secuencial de la APP, por parte de las enzimas β- y γ- secretasas en las neuronas (Hardy

1997). Se cree que la formación de ovillos neurofibrilares intraneuronales de proteína Tau

hiperfosforilada (NFT) y la subsiguiente disfunción neuronal y neurodegeneración son procesos

posteriores (Hardy & Selkoe 2002). El ensamblaje de Aβ en estructuras multiméricas, denominadas

oligómeros, es la clave de su efecto biológico. Se ha encontrado que los oligómeros de Aβ tienen la

capacidad de producir una desregulación de la liberación de neurotransmisores y calcio produciendo

fallos en la sinapsis (Stutzmann et al. 2007). Además de oligómeros, Aβ puede formar fibrillas insolubles

que se agruparán formando las placas amiloides extracelulares características de la EA (Glenner & Wong

1984). Debido a que las concentraciones de Aβ en fluidos intersticiales del cerebro son bajas es muy

probable que la formación de fibrillas (nucleación) se lleve a cabo en la matriz extracelular o en la

superficie celular donde el péptido se encuentra en mayor concentración. El crecimiento de las fibrillas

(extensión) y la forma de la fibrilla amiloide dependen linealmente de la concentración del monómero de

Aβ (Estrada-Rodriguez & Zomosa-Signoret 2017). La hipótesis de que la presencia de las placas

amiloides podrían ser la causa de desarrollo de la enfermedad (Masters et al, 1985) ganó terreno al
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demostrarse que el Aβ es tóxico para neuronas en cultivo (Pike et al. 1991; Varadarajan et al. 1999). La

formación de agregados amiloides en el organismo puede estar influenciada por diversos factores, como

el envejecimiento, mutaciones genéticas, modificaciones postraduccionales y la concentración de los

precursores amiloidogénicos (Masters et al. 2011) Estos factores desempeñan un papel crucial en la

alteración de la eficacia de la proteostasis, que es el equilibrio y mantenimiento adecuado de las proteínas

en el organismo. Como resultado de estas alteraciones, se forman los mencionados depósitos amiloides

insolubles (Merlini & Bellott 2008; Merlini & Westermark 2004).

Otra evidencia que apoya fuertemente el papel central de Aβ proviene de la genética: la mayoría

de las mutaciones de EAF están vinculadas con genes involucrados en el procesamiento de APP dando

como resultado una sobreproducción de formas tóxicas de Aβ. Por el contrario, una mutación sin sentido

de APP (A673T) da como resultado una disminución en la escisión de APP por la β-secretasa, lo que

confiere un riesgo clínico reducido para el desarrollo de EA (Jonsson et al. 2012). Si bien originalmente se

pensó que el amiloide fibrilar dentro de las placas de núcleo denso era fundamental para el desarrollo de

la EA, ahora se cree que los oligómeros de Aβ solubles pueden ser las formas más patológicas (Tolar et al.

2021). En este sentido, Forloni y col demostraron que oligómeros sintéticos de Aβ aplicados a cultivos de

neuronas hipocampales pueden causar muerte neuronal por apoptosis (Forloni et al. 1993). Sumado a

esto, Shankar y col demostraron que los oligómeros de Aβ solubles extraídos de cerebros con EA alteran

significativamente la estructura y función de la sinapsis, siendo los dímeros las especies sinaptotóxicas

más pequeñas (Shankar et al. 2008). Se ha informado que los agregados solubles de Aβ se encuentran

elevados en lisados ​​cerebrales acuosos de pacientes con EA temprano en comparación con lisados ​​de

pacientes con patología de placa de Aβ pero sin demencia (Esparza et al. 2013). Además, las placas

pueden actuar como un reservorio desde el cual se difunden los oligómeros de Aβ (Selkoe & Hardy 2016).

Aunque la acumulación de Aβ es un requisito fundamental para el diagnóstico de EA, el hecho de que

muchas personas de edad avanzada presenten depósitos significativos de Aβ sin desarrollar síntomas

demuestra que su presencia por sí sola no garantiza la manifestación de la demencia (Aizenstein et al.

2008).
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1.2 Papel del colesterol en la patogénesis de la EA

Aunque el cerebro representa el 2 % del peso corporal total, contiene el 23 % de la reserva total

de colesterol del cuerpo humano (Dietschy 2009). El colesterol es un componente esencial de las

membranas celulares, donde regula la fluidez, el grosor y la curvatura intrínseca de las bicapas lipídicas

(Yang et al. 2016). Tiene funciones clave en el sistema nervioso central (SNC), fundamentalmente como

principal componente de la vaina de mielina que rodea los axones (Snipes & Orfali, 1998) y regulando la

formación y liberación de las vesículas sinápticas (Segatto et al. 2014). Varias enfermedades

neurodegenerativas, así como síntomas neurológicos y psiquiátricos, se han asociado con alteraciones en

la homeostasis del colesterol (Golomb & Evans 2008; Dietschy 2009; Wang 2014; Segatto et al. 2014).

Se ha postulado que las neuronas son capaces de producir colesterol durante la vida prenatal,

mientras que en el período postnatal reducen o abandonan esta producción tomando colesterol de los

astrocitos (Mauch et al. 2001; Pfrieger, 2003). Cabe destacar que el metabolismo cerebral del colesterol

está separado del resto del cuerpo, ya que la barrera hematoencefálica (BHE) impide el paso del

colesterol sistémico hacia el cerebro, y viceversa (Pfrieger 2003; Qian et al. 2022). En el SNC, la

homeostasis del colesterol está garantizada por el mismo conjunto de proteínas que en el hígado

(Segatto et al. 2013; Segatto et al. 2014), y su transporte es llevado a cabo por lipoproteínas

especializadas que contienen ApoE, las cuales son secretadas por los astrocitos (Brecht et al. 2004;

Mahley et al. 2006; Kıray et al. 2016). Apo-E es el transportador principal de colesterol y posee tres

isoformas conocidas como E2, E3 y E4, la presencia del alelo ε4 implica un alto riesgo de desarrollar EA

(Strittmatter et al. 1993). Esta apolipoproteína se une a los numerosos receptores en la superficie celular

para el suministro de colesterol y también puede unirse al Aβ que inicia los eventos de toxicidad y

conduce a la neurodegeneración y la disfunción sináptica en la EA (Oveisgharan et al. 2018). A su vez se

ha demostrado que el complejo colesterol-ApoE acelera la extensión axonal cuando se aplica al extremo

distal pero no al cuerpo celular de las neuronas (Karten et al. 2005; Hayashi et al. 2004). Se sabe que el

metabolismo anormal del colesterol juega un papel crucial en el desarrollo de la EA.
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1.2.1 Colesterol en balsas lipídicas y procesamiento amiloidogénico

APP es una proteína transmembrana que presenta un único dominio dentro de la membrana

plasmática, y puede ser procesada de dos vías diferentes: 1- la vía amiloidogénica, que conduce a la

generación de Aβ tóxico y 2- la vía no amiloidogénica , que impide la generación de Aβ tóxico (Haass

2004) (Figura 2).

Figura 2: Esquema de las vías pro-amiloidogénica y no amiloidogénica de procesamiento de APP (Adaptada de Murphy
et al. 2010)

Las balsas lipìdicas son microdominios de la membrana plasmática que se caracterizan por

presentar una mayor concentración de colesterol, esfingolípidos y proteínas transmembrana. En la vía no

amiloidogénica, APP se encuentra fuera de estas balsas lipídicas y es escindida aproximadamente en el

centro de la región Aβ por la actividad de α-secretasa (Esch et al. 1990; Sisodia 1992), generando los

fragmentos APP soluble α (sAPPα) y CTFα. Luego, la enzima γ-secretasa cliva sAPPα liberando un

péptido Aβ truncado llamado P3 (Haass et al. 1993), que aparentemente es patológicamente irrelevante,

y el dominio intracelular de APP (AICD) (Gu et al. 2001; Weidemann et al. 2002), que se libera en el citosol

y que puede tener una función en la señalización nuclear (Cao & Sudhof 2001; von Rotz et al. 2004). En la

vía amiloidogénica, la β-secretasa cliva a APP dentro de dichas balsas lipídicas dando como resultado un

fragmento β soluble (sAPP β) y un fragmento carboxi-terminal (CTFβ). Este último es luego escindido

por γ-secretasa como una "proteólisis intramembrana regulada" (Brown et al. 2000; Lichtenthaler et al.

2011), que es un proceso celular frecuentemente involucrado en importantes vías de señalización como
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la escinciòn de APP, señalización del receptor de tipo Toll (TLR), señalización de Notch, entre otras (Selkoe

& Kopan 2003; Thathiah & De Strooper 2011). En la escisión de la γ-secretasa en la vía amiloidogénica se

libera Aβ y el AICD. Se ha demostrado que APPs puede ser encontrado en fluidos extracelulares como en

plasma o líquido cefalorraquídeo (LCR) (Seubert et al. 1992). Los péptidos que son cortados por la

γ-secretasa en la posición 40 (Aβ40) son los más abundantes (en una proporción del 80 a 90 % de todos

los péptidos generados); a éste le sigue el de la posición 42 (Aβ 1-42). Las formas ligeramente más largas

de Aβ, en especial Aβ42, tienden a ser más hidrofóbicas y fibrogénicas, y son estas especies las

principales en depositarse en el cerebro (Hardy & Higgins 1992).

Como se mencionó previamente, existen estudios que relacionan el metabolismo alterado del

colesterol con el aumento de la producción de Aβ en la patogénesis de la EA (Miller & Chacko, 2004 ;

Wolozin, 2001; Wolozin 2004; Puglielli et al. 2005). Dado que la α-secretasa se encuentra en dominios

abundantes en fosfolípidos y que tanto la β como la γ- secretasa residen en balsas lipídicas ricas en

colesterol (Wahrle et al. 2002; Cordy et al. 2003), se sugiere que la modificación de los niveles de

colesterol y/o la proporción de colesterol a fosfolípidos en la membrana celular podrían influir en las

actividades de estas enzimas y determinar las vías preferenciales de procesamiento de APP (Miller &

Chacko 2004; Wolozin, 2004; Kaether & Haass 2004). En este sentido, Wolozin hipotetizó que el colesterol

elevado inhibe la α-secretasa y promueve las actividades de la β- y γ-secretasas (Wolozin, 2001). Por otro

lado, varias investigaciones demuestran que los aumentos de colesterol favorecen la producción de Aβ,

mientras que disminuciones del mismo inhiben la producción de este péptido (Simons et al. 1998; Cordy

et al. 2003; Wang et al. 2021). Wahrle y col encontraron que la γ-secretasa se ubica en microdominios de

membrana ricos en colesterol y que su actividad depende de los niveles de colesterol (Wahrle et al.

2002). Por el contrario, Abad-Rodríguez y col informaron que la reducción de colesterol en las neuronas

del hipocampo disminuyó la generación de Aβ. Estos estudios proporcionan la evidencia de que el

colesterol afecta las actividades de la secretasa β y γ en células cultivadas, aunque con resultados

contradictorios (Wahrle et al. 2002; Abad-Rodríguez et al. 2004). Además del efecto del colesterol sobre

las secretasas, se ha informado que el contenido de colesterol y la fluidez general (ordenada frente a

desordenada) de las membranas son factores importantes en el anclaje de las proteínas amiloidogénicas

a las membranas e influyen en sus tasas de fibrilación (Kim et al. 2006a). La creciente evidencia indica

que la membrana celular es un objetivo común para las formas oligoméricas de proteínas

amiloidogénicas (Kotler et al. 2015; Lin et al. 2001). Por un lado, las superficies de la membrana,
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dependiendo de su composición química, pueden servir como sitios catalíticos que promueven el mal

plegamiento y la agregación de proteínas amiloidogénicas unidas (Chi et al. 2008). Por otro lado, las

proteínas amiloidogénicas alteran la integridad estructural de la membrana al permitir el paso no

regulado de pequeñas moléculas e iones a través de la misma (Kayed et al. 2004; Sokolov et al. 2006;

Volles et al. 2001).

1.3 El rol del Cu en la EA

Otro aspecto que consideramos en el desarrollo de esta tesis se basa en la creciente evidencia que

demuestra que los niveles alterados de Cu pueden estar asociados con la patogénesis de la EA (Sparks &

Schreurs 2003; Squitti et al. 2005; Arnal et al. 2010a). En este sentido, se ha reportado que los niveles de

Cu libre aumentan en el suero de pacientes con EA en comparación con los controles sanos (Squitti et al.

2014, Squitti et al. 2002, Bucossi et al. 2011). Además, nuestro grupo observó que los niveles de Cu libre

aumentan conforme se agrava la enfermedad (Arnal et al. 2010a). Este hecho resulta muy interesante ya

que se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que concentraciones elevadas de este metal son

tóxicas ya que generan estrés oxidativo que trae aparejado el daño de proteínas, lípidos y ácidos

nucleicos en las células (Valko et al. 2005; Gupte & Mumper, 2009; Arnal et al. 2010b, 2014; Jiang et al.

2016; Zafar et al. 2016).

La posible exposición a una sobrecarga con Cu es más habitual de lo imaginado, ya que este

metal es ampliamente utilizado en diversas industrias, por lo que puede contaminar el agua superficial y

acuíferos, incluyendo las redes de agua potable (Buchanan et al. 1999; Riedel 2008). Las zonas urbanas y

rurales son fuentes adicionales de contaminación, debido al uso de combustibles fósiles y pesticidas,

respectivamente (Gunay et al. 2006). Otras fuentes de exposición son el uso de ciertos medicamentos

como los anticonceptivos orales. En relación con esto último, se ha demostrado que la administración

exógena de estrógenos puede aumentar los niveles séricos de Cu (Von Studnitz & D. Berezin, 1958) y

también pueden hacerlo los dispositivos intrauterinos a base de Cu (Cobine et al. 2006; Arnal et al.

2010b).

Parecieran ser múltiples los mecanismos mediante los cuáles el Cu podría incidir en la EA. Por un

lado se sabe que muchas moléculas implicadas en la patología de la enfermedad pueden unirse a este

metal. Un ejemplo es APP, que presenta un dominio de unión al Cu que reduce el Cu (II) a Cu (I) y produce
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estrés oxidativo (Multhaup et al. 1996). Es importante destacar que se han medido altos niveles de Cu en

placas seniles en pacientes con EA (Noda et al. 2013). Algunos investigadores proponen que el exceso de

Cu podría unirse directamente a los péptidos Aβ con alta afinidad, aumentando aún más la agregación de

Aβ y provocando una mayor neurotoxicidad. (Atwood et al. 2004; Cheignon et al. 2018). La unión de Cu a

Aβ conduciría a la formación de dímeros de Aβ más estables, lo que evitaría que se degraden a

monómeros y, por lo tanto, funcionaría como núcleo en la formación de depósitos amiloides. (Atwood

et.al, 2004; Al-Hilaly et al. 2013; Streltsov et al. 2008). Se ha demostrado in vitro que el secuestro de Cu

de los péptidos Aβ previene su acumulación y conduce a la degradación de Aβ, a la supresión de la

producción de radicales hidroxilo (OH·) y del daño oxidativo, lo que eventualmente reduciría la muerte

celular (Cherny et al. 2001; Wu et al. 2008). Según los resultados obtenidos por Jaragh-Alhadad y col, se

pudo concluir que nanopartículas de óxido de Cu (II) (CuO) aceleraron significativamente la formación de

oligómeros de Aβ1-42 de manera dependiente de la concentración, disminuyendo el tiempo necesario

para la nucleación y la velocidad de formación de las fibras amiloides (Jaragh-Alhadad et al. 2022).

Además, los oligómeros de Aβ1-42 tratados con las nanopartículas de CuO fueron más tóxicos en

comparación con los oligómeros no tratados. Estos oligómeros tratados provocaron la muerte celular, la

permeabilización de la membrana, el estrés oxidativo y la apoptosis en la línea celular de neuroblastoma

humano SH-SY5Y ( Jaragh-Alhadad et al. 2022). Por otro lado se ha demostrado in vitro que el Cu (II), en

concentraciones inferiores a las que podrían generar neurotoxicidad, es capaz de activar la microglia

mediante la vía de señalización del factor nuclear-kappa B (NF-κB) y aumentar la liberación de factores

inflamatorios como el óxido nítrico (NO) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Hu et al. 2014). El

NF-κB es un factor de transcripción implicado en la expresión de una amplia gama de genes, la mayoría

de los cuales codifican proteínas que desempeñan un papel en las respuestas inflamatorias celulares

(Dalal et al. 2012; Hoffmann & Baltimore, 2006). A su vez, Singh y col encontraron un aumento en los

niveles de Cu en capilares cerebrales aislados de ratones envejecidos asociados a una disminución en los

niveles de LRP1 (proteína 1 relacionada con el receptor de lipoproteínas) (Singh et al. 2013). LRP1 es un

receptor de superficie de varias células cerebrales, incluyendo el endotelio vascular, que desempeña un

papel importante en la eliminación y el transporte a través de la BHE de diferentes moléculas en el

cerebro, incluidos los péptidos Aβ (Storck et al. 2016). Kitazawa y col han informado que la existencia de

complejos Cu-Aβ reduce la expresión de LRP1 , reduciendo aún más la eliminación de Aβ neurotóxico, lo

cual provoca un aumento de los depósitos cerebrales de ese péptido.
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Finalmente, se le atribuye al Cu una acción proinflamatoria debido al potencial que tiene este

metal para generar estrés oxidativo (Wei et al. 2014). Se sabe que el Cu puede generar ROS a través de

las reacciones químicas de Fenton y Haber-Weiss o disminuyendo las concentraciones de glutatión (GSH),

un potente antioxidante celular (Jomova & Valko, 2011). La primera se produce después de que el ion

cúprico (Cu (II)) se reduce al ion cuproso (Cu (I)), el cual es capaz de descomponer el peróxido de

hidrógeno (H2O2) liberando OH· (Romero et al. 2014) (Figura 3). El GSH afecta a la respuesta oxidativa

manteniendo no disponible al Cu para las reacciones redox por quelación directa y como sustrato de

varias enzimas que eliminan ROS (Valko et al. 2005). Por lo tanto el agotamiento de los niveles de GSH

permite aumentar los efectos nocivos de ROS (Jomova & Valko, 2011). Además, durante la inflamación,

las células del sistema inmunitario contribuyen a la explosión oxidativa produciendo anión superóxido

(O2-) y NO, pudiendo ambos reaccionar entre sí para producir especies reactivas de nitrógeno (RNS)

(Fischer & Maier, 2015). Estas especies son capaces de promover la fragmentación del ADN y la oxidación

de lípidos, pero también destruir la ceruloplasmina (Cp), liberando iones Cu y potenciando la oxidación

(Jomova & Valko, 2011). (Figura 4).

Figura 3: Inflamación inducida por el Cu. El

Cu induce estrés oxidativo mediante

reacciones redox que aumentan las ROS, que

podrían inducir la activación de la proteína

activadora-1 (AP-1) el factor inducible por

hipoxia 1-alfa (HIF-1α) y Nf-κB, vías de

señalización que regulan al alza las citocinas

proinflamatorias y las quimiocinas que

conducen a la inflamación (Pereira et al. 2016).

A continuación, las ROS/RNS no reguladas pueden provocar la activación de factores de transcripción

como la proteína activadora-1 (AP-1), el factor inducible por hipoxia 1-alfa (HIF-1α) y el Nf-κB, los cuales

activan vías de señalización para la inducción de respuestas inflamatorias (Fischer & Maier, 2015) (Figura

3). Además, el Cu puede activar, vía ROS mitocondriales, mediadores inflamatorios como la proteína
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NOD-like receptor family pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) que induce el inflamasoma, un

complejo de señalización que activa caspasa-1 e induce el procesamiento de citoquinas inflamatorias,

particularmente la interleucina-1β (IL-1β) e interleucina-18 (IL-18) (Zhou & Keane 2011a). La quelación del

Cu inhibe la inflamación vascular y la aterosclerosis al atenuar la activación endotelial inducida por TNF, lo

que refuerza el papel crítico del Cu en las respuestas inflamatorias sensibles a ROS (Wei et al. 2014).

Figura 4: Esquema que resume la interrelación que
existe entre las principales ROS y RNS con los
sistemas de defensa antioxidante. El esquema muestra
en rojo las ROS: superóxido (O2°_ ), H2O2. En anaranjado las
RNS: óxido nítrico (NO°), y peroxinitrito (ONOO-). En
amarillo productos metabólicos de las anteriores como
lípidos oxidados (LH, L° y LOO°), así como los productos
finales de su oxidación. En azul se muestran los sistemas
de defensa antioxidante enzimáticos tales como:
superóxido dismutasa (SOD), catalasa, GSH peroxidasa y
los sistemas antioxidantes no enzimáticos; en verde
ubiquitina (UQH2), tocoferol, ácido ascórbico y
dinucleótido de nicotín adenina (NADP).

El Cu podría estar causando y/o aumentando la toxicidad oxidativa de los agregados proteicos

(Kulkarni et al. 2006), o alternativamente, generar estrés oxidativo, que sería el principal agente lesivo

(Bush, 2003). La implicancia del Cu en la EA es relevante ya que algunos estudios en modelos animales

de EA han demostrado un aumento significativo en la inmunorreactividad del péptido Aβ al ingerir Cu

adicionado en el agua de bebida (Schreurs 2013). Una dieta baja en Cu (combinada con una dieta baja en

grasas) es utilizada como estrategia para reducir el riesgo de EA en individuos con una predisposición

genética a la enfermedad, lo que a su vez, reduce el riesgo de EA en individuos con una predisposición

genética a la desregulación del Cu (Squitti et al. 2014). De hecho, reducir el Cu libre a niveles intermedios

(superiores al mínimo e inferiores al normal) es beneficioso en enfermedades como la fibrosis, la

inflamación y el cáncer (Brewer 2008).

1.3.1 Señalización redox y su implicancia en la EA

El término señalización redox, se utiliza para describir a las funciones reguladas por señales

oxidativas que inducen respuestas celulares. Muchas de estas respuestas mediadas por las ROS protegen
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a las células contra el estrés oxidativo y restablecen la homeostasis redox (Finkel 1998). Otros procesos

fisiológicos que involucran a los mecanismos de óxido-reducción y los radicales libres (RL) son: la

renovación de las membranas y fenómenos plásticos celulares, la supervivencia celular en el sistema

nervioso durante etapas embrionarias, mitosis, migración celular, síntesis y liberación de algunas

hormonas y factores de crecimiento, aumento de la transcripción de citocinas durante los procesos

inflamatorios, hasta señalización celular por mecanismos de segundos mensajeros (Circu & Aw 2010). Se

ha demostrado que niveles bajos de ROS estimulan la proliferación celular, mientras que niveles más

altos tienen una acción inhibitoria. A pesar que altas concentraciones de ROS pueden promover un daño

oxidativo masivo e indiscriminado, es posible que bajas concentraciones de ROS sean suficientes para

activar genes específicos (figura 5). La presencia de H2O2 radiaciones ultravioletas y otras condiciones

durante las cuales hay estrés oxidativo, induce la expresión de la oxidorreductasa tiorredoxina (Trx). La

Trx, junto con el sistema de GSH, se ocupa de mantener un estado intracelular reducido.

Figura 5: Regulación de factores de
transcripción mediante vías de
señalización sensibles al estado redox.
(Revista SEBBM, página 23 Edición 2021,
Autora: Susana Cadenas)

1.4 Relación entre el Cu y el colesterol en la EA

La interacción entre las vías metabólicas del Cu y el colesterol en el cerebro es un área de

investigación limitada. Estudios epidemiológicos y en animales demostraron que una dieta rica en grasas

está asociada con el deterioro cognitivo y un mayor riesgo de EA (Morris et al. 2003; Sparks 2008). El alto

consumo de Cu con una dieta rica en grasas saturadas y trans acelera aún más el deterioro cognitivo

(Morris et al. 2006).

28



La evidencia experimental obtenida a partir de modelos de conejo y ratón sugiere que la

asociación de sobrecargas de Cu y sobrecargas de colesterol puede ser un factor de riesgo para el

desarrollo de EA (Sparks & Schreurs 2003; Lu et al. 2006). Schreurs descubrió que el aumento de

colesterol se relaciona con una disminución de la memoria a largo plazo. Además, pudo observar que la

adición de Cu al agua de bebida de animales alimentados con dietas ricas en colesterol tendía a exacerbar

el nivel de inmunorreactividad de Aβ (Schreurs 2013). Más aún, se han descrito aumentos en la

transcripción de genes relacionados con la síntesis de colesterol en macrófagos en cultivo expuestos a

elevada concentración de Cu (Svensson et al. 2003; Gutiérrez-Gracía et al. 2013). En relación esto, en

nuestro laboratorio hemos demostrado recientemente in vitro que la exposición de células de

neuroblastoma a sobrecargas subletales de Cu favorece la síntesis de colesterol de novo de dos maneras:

1- a través de la generación de ROS, que actuarían como segundos mensajeros posiblemente activando

el factor de transcripción de unión a elementos reguladores de esteroles 2 (SREBP-2) (Forman et al.

2010; Fuhrman et al. 2009), y 2- a través del Cu, de manera directa, por medio de un mecanismo que aún

no ha sido dilucidado (Zubillaga et al. 2022). En este sentido, hemos hipotetizado que los altos niveles de

colesterol que se encuentran en la membrana celular, específicamente en las balsas de membrana,

podrían promover la redistribución de APP en las mismas, favoreciendo el procesamiento amiloidogénico

de esta proteína y finalmente aumentando los niveles de Aβ. (Zubillaga et al. 2022).

1.5 Neuroinflamación y EA

1.5.1 Hipótesis de neuroinflamación como evento inicial de la EA

La inflamación es una respuesta fisiológica del sistema inmunitario que sirve de protección frente a

las lesiones tisulares, para destruir y/o eliminar los agentes perjudiciales y las células dañadas,

favoreciendo así la reparación tisular (Oyinloye et al. 2015). En general, si no se controla la inflamación, los

estímulos persistentes provocarán daño tisular, aunque la función principal del proceso inflamatorio sea

limitar el daño (Newton & Dixit 2012). Este es exactamente el escenario de la inflamación crónica, que se

asocia con varias enfermedades, entre ellas, las enfermedades neurodegenerativas (He et al. 2015a; Choo

et al. 2013; Oyinloye et al. 2015).

La neuroinflamación juega un papel crítico en el inicio, la fisiopatología y la progresión de la EA

(Kinney et al. 2018; Kwon & Koh 2020; Newcombe et al. 2018). El término "neuroinflamación" indica la
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presencia de una respuesta inflamatoria en el SNC con la intervención de células gliales, específicamente

los astrocitos y la microglía, en respuesta a un agente agresor (Kwon & Koh 2020; Bachiller et al. 2018). En

una etapa temprana de la EA, las células inmunes del cerebro desempeñan un papel neuroprotector

(Kinney et al. 2018). Sin embargo, a medida que la enfermedad progresa, las células gliales adquieren un

fenotipo que lleva a un aumento de la producción de citoquinas proinflamatorias asociadas con el estrés

oxidativo lo que, en última instancia, conduce a la neuroinflamación y la neurotoxicidad (Kwon & Koh

2020).

Existen diversos elementos que promueven el comienzo y avance de la neuroinflamación en la

EA, los cuales pueden dividirse en factores intrínsecos y extrínsecos. Los factores intrínsecos que podrían

potenciar la neuroinflamación en la EA incluyen el sexo, la edad y genotipo. Como se mencionó

previamente, el sexo influye en la neuroinflamación debido principalmente a cambios en las hormonas

esteroides y los receptores de estrógeno (Moser & Pike 2016). Con respecto a los factores extrínsecos, la

toxicidad por sobrecarga de metales pesados podría aumentar la neuroinflamación al actuar como

agentes catalíticos para las reacciones redox, incrementando así el estrés oxidativo (Barnham et al. 2004;

Wei et al. 2014). Este último es un factor crítico en la patogénesis y progresión de la EA (Cheignon et al.

2018; Butterfield et al. 2018; Wang et al. 2013). El desequilibrio entre la producción de ROS, RNS y las

defensas antioxidantes da como resultado la oxidación de proteínas y la peroxidación lipídica, entre otros

efectos (Butterfield et al. 2002; Wang et al. 2013). Estos hechos podrían exacerbar aún más el efecto de

la acumulación de Aβ y tau por diversos mecanismos, por ejemplo disminuyendo el clearence del péptido

Aβ por la microglía reactiva (Argaw et al. 2006).

Cabe destacar que el estrés oxidativo puede ser tanto una causa como una consecuencia de la

neuroinflamación (Solleiro-Villavicencio & Rivas-Arancibia 2018). Se sabe que el aumento de, ROS y RNS

median vías de señalización que resultan en la activación de astrocitos y microglia (Pawate et al. 2004).

Por su parte, la microglía responde a los patrones moleculares asociados al daño (DAMP, por sus siglas en

inglés) mediante el aumento de la producción de ROS, que se eleva y mantiene durante la enfermedad

(Van Muiswinkel et al. 1996; Schilling & Eder 2011). Estas ROS microgliales probablemente contribuyen al

estrés oxidativo asociado con la neurodegeneración, indicado por la peroxidación de lípidos (Lovell 1995;

Praticò et al. 2004), la oxidación de proteínas (Hensley et al. 1995; Smith et al. 1991) y el daño del ácido

desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (Mecocci et al. 1994).

30



En cuanto a los astrocitos, Vicente-Gutiérrez y col han investigado la posible función de estas

células en la generación de ROS y su impacto en el metabolismo celular. En este trabajo se postula que

estas células podrían mantener una respuesta antioxidante continua, afectando así al metabolismo

celular (Vicente-Gutiérrez et al. 2019). Estos astrocitos son capaces de controlar la homeostasis redox al

modular la actividad de las NADPH-oxidasas (NOX) y la síntesis de GSH, siendo esta última controlada por

la actividad transcripcional del factor de transcripción Nrf2 en respuesta a las ROS. Además, en los

astrocitos, las ROS mitocondriales desempeñan un papel esencial en la regulación fisiológica del

metabolismo de la glucosa. La respuesta mitocondrial en los astrocitos es crucial para mantener la

supervivencia neuronal al regular la bioenergética y el metabolismo redox (Vicente-Gutiérrez et al. 2019).

En relación a la respuesta inflamatoria, son las citocinas proinflamatorias, como la interleucina-6

(IL-6), (IL-1β), el TNF, y el interferón-γ (IFN-γ) quienes median el proceso. Estas citocinas regulan la

síntesis y secreción de Cp por parte del hígado (Malavolta et al. 2015). La expresión de Cp depende de los

niveles de Cu, lo que establece una conexión entre la inflamación, el Cu y esta proteína (Mocchegiani et al.

2012). La Cp también puede promover respuestas inflamatorias por sí misma, a través de la liberación

elevada de NO y la inducción de programas proinflamatorios mediados por TNF, IL-1β, y ciclooxigenasa 2

(COX-2), NADPH oxidasa, iNOS (NO sintasa inducible), entre otras (Choo et al. 2013). Por otro lado, la

inflamación puede desarrollarse como una de las respuestas bioquímicas al efecto nocivo del estrés

oxidativo (Oyinloye et al. 2015), que es la consecuencia del desequilibrio entre la producción de ROS y la

capacidad de detoxificar y evitar su acumulación (Fischer & Maier, 2015).

1.5.2 Papel de las células gliales en la neuroinflamación

Microglia

Las células de la microglía son consideradas los macrófagos residentes del SNC que representan

aproximadamente el 10 % de todas las células en el cerebro (Lawson et al. 1990). Constituyen la primera

línea de defensa celular contra patógenos invasores y otros tipos de lesiones cerebrales (Solito & Sastre

2012) y desempeñan un papel crítico en el mantenimiento de la homeostasis del SNC (Cabezas et al.

2014). En condiciones fisiológicas, la microglía desempeña un papel en la vigilancia inmune pero en

condiciones patológicas como enfermedades neurodegenerativas, accidentes cerebrovasculares e

invasión tumoral, la microglía se activa (Argaw et al. 2012). En las primeras etapas de la EA, la microglía
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activada tiene un papel positivo en la eliminación de Aβ por fagocitosis. Sin embargo, después de una

exposición prolongada, su eficiencia para eliminar Aβ se reduce y comienza a afectar negativamente al

cerebro conduciendo a la acumulación de Aβ y a la posterior formación de placas extracelulares que

estimulan continuamente la activación microglial (Argaw et al. 2006).

La sobreactivación de la microglía se caracteriza por cambios fenotípicos y morfológicos

significativos acompañados de un aumento en la producción de las citoquinas proinflamatorias TNFα,

IL-6, IL-1β y NO (Argaw et al. 2006). Este fenotipo proinflamatorio de la microglía se vuelve dañino,

resultando en una neuroinflamación crónica, exacerbando la pérdida neuronal y sináptica (Sun et al. 1997;

Bisht et al. 2018).

Los estudios que utilizan modelos animales de EA han demostrado la presencia de microglía

activada en los sitios de deposición de Aβ, lo que sugiere que estas células gliales podrían interactuar

físicamente con Aβ y regular sus niveles en el cerebro (Cunningham et al. 2005; Holmes et al. 2003). En

esta misma línea, se sabe que las placas seniles de la EA están formadas por un centro proteico rodeado

de neuronas degeneradas (Katzman R & Saitoh T. 1991), así como de células de astrología y microglia.

Astrocitos

Los astrocitos son células gliales especializadas, que desempeñan un papel regulador de las

funciones cerebrales, incluida la neurogénesis, la sinaptogénesis y el mantenimiento de la homeostasis

de neurotransmisores y fluidos (Jo et al. 2014; Heneka et al. 2013; Liu et al. 2010), funciones que cumplen

mediante la secreción de factores neurotróficos (Allen et al. 2012; Chung et al. 2015; Molofsky et al. 2014;

Wheeler & Quintana 2019). Desempeñan un papel fundamental en la formación y mantenimiento de la

BHE, que actúa como una barrera protectora entre la circulación sanguínea periférica y el cerebro.

(Abbott et al. 2006; Sofroniew et al. 2015). Además, estas células actúan como una vía de eliminación de

desechos neurotóxicos, incluidos Aβ y tau (Furman et al. 2012). La primera evidencia que implica a los

astrocitos en los procesos patológicos de la EA proviene de la observación de que estas células gliales

están asociadas a las placas seniles en los cerebros de pacientes con EA (Alzheimer 1906; Itagaki, et al.

1988 Heneka et al. 2015). Distintos estudios han reportado astrogliosis en el cerebro de modelos animales

de EA (Matsuoka et al. 2001) y pacientes con EA (Nagele et al. 2003), donde los astrocitos reactivos se

acumulan alrededor de las placas amiloides, rodeando los depósitos de Aβ de una manera que recuerda a

la cicatrización glial (Wyss-Coray & Rogers 2012; Sajja et al. 2016). Tras la activación por Aβ o después de
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una señal de daño o lesión, los astrocitos también participan en la secreción de citoquinas inflamatorias

incluyendo IL-1, IL-6 y TNF-α, promoviendo así los procesos neurodegenerativos en EA (Sajja et al. 2016).

1.5.3 IGF-1 como neuroprotector/neuromodulador antiinflamatorio

En las neurodegeneraciones se alteran las propiedades del SNC y son producidas por el

desencadenamiento de la muerte neuronal en distintas áreas cerebrales dependiento del tipo de

neurodegeneración. La pérdida de las sinapsis (DeKosky & Scheff 1990; Masliah 2001; Scheff & Price

2001) y la patología axonal (Raff et al. 2002) son probablemente las características neuropatológicas más

importantes. La patología axonal implica la degeneración gradual del axón en una neurona afectada

comenzando distalmente y avanzando hacia el cuerpo celular, teniendo un impacto negativo en la

función neuronal (Raff et al. 2002). Además de las alteraciones en la plasticidad sináptica y la integridad

de los circuitos neuronales maduros, recientemente se ha demostrado que el proceso neurodegenerativo

en la EA está acompañado por alteraciones en la neurogénesis (Boekhoorn et al. 2006; Li et al. 2008,

Jin et al. 2004; Dong & Greenough 2004; Lee et al. 2004; Haughey et al. 2002). Esto sugiere que la

patogenia de la EA puede representar un ataque de dos frentes en el cerebro: 1- la degeneración de las

neuronas maduras y 2- la interrupción de los nichos neurogénicos en el cerebro adulto (Crews & Masliah

2010).

El factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) es una hormona peptídica de 7.5 kDa

producida principalmente en el hígado y también en cantidades más pequeñas en otros órganos como el

cerebro (Sonntag et al. 2005). Sin embargo, la mayoría del IGF-1 circulante es secretado por el hígado en

respuesta a la hormona de crecimiento. De esta forma, el IGF-1 media la actividad anabólica y mitogénica

de dicha hormona, ejerciendo acción paracrina en los diferentes tejidos (Laron 2001). La mayoría de las

funciones biológicas del IGF-1 se producen a través de la unión a su receptor, R-IGF-1. Se ha observado

que el R-IGF-1 se expresa ampliamente en el cerebro, siendo que IGF-1 juega un papel importante en la

neurogénesis y el neurodesarrollo (O'Kusky & Ye 2012). Se cree que la mayoría de IGF-1 en el cerebro se

transporta desde el suero a través de la BHE con la ayuda de megalina / LRP2 y LRP1 (Receptores de

proteínas relacionados con el receptor de lipoproteínas de baja densidad 1 y 2) (Nishijima et al. 2010;

Torres Aleman 2012). Es interesante remarcar que se demostró que los niveles de IGF-1 del hipocampo se

correlacionan positivamente con los niveles séricos de IGF-1 en ratas Lewis homocigotas (dw/dw) (Yan

et al. 2011).
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El IGF-1 cerebral es importante para la función cognitiva y puede estimular la neurogénesis (Sun

2006) debido a que posee efectos neurotróficos, (proliferación celular, supervivencia, crecimiento de las

neuritas y diferenciación) (Werther et al. 1993; Brooker et al. 2000). También se ha demostrado que el

IGF-1 es un modulador específico de la formación de sinapsis, la liberación neurotransmisores y la

excitabilidad neuronal (O'Kusky & Ye 2012; Ye et al. 2000; Torres Aleman 1999).

El descenso en los niveles cerebrales de IGF-1 con la edad (Miller & Gore 2001; Calvo et al. 2013)

se relaciona con el deterioro de las funciones cognitivas asociadas al envejecimiento y a otras

enfermedades neurodegenerativas (Rivera et al. 2005; Steen et al. 2005). Se sabe que, cuando hay daño

por citototoxicidad en el hipocampo, la microglía de esta región aumenta sustancialmente la producción

del IGF-1 (Breese et al. 1996). Además, se ha demostrado que cuando se produce estrés oxidativo el IGF-1

ejerce una acción protectora sobre los astrocitos colaborando con ellos en la protección neuronal (Genis

et al. 2014). En este sentido, también se observó en ratas seniles que la administración del IGF-1 restaura

la tasa de neurogénesis en el hipocampo (Lichtenwalner et al. 2001) y, parcialmente, su déficit cognitivo

(Markowska et al. 1998).

El IGF-1 circulante ingresa al cerebro de manera dependiente de la actividad cerebral (Nishijima

et al. 2010), y considerando que dicha actividad se encuentra desregulada en la EA (Jones et al. 2011), es

probable que el flujo de IGF-1 desde la sangre al cerebro se vea afectado en esta patología (Zemva &

Schubert 2014; Trueba-Sáiz et al. 2013). Esta observación se corresponde con una reducción en la relación

entre IGF-1 en el LCR y en el plasma de pacientes con EA (Johansson et al. 2013; Westwood et al. 2014).

Por otro lado, al evaluar el efecto del IGF-1 en cultivos de neuronas del hipocampo de ratas tratadas con

derivados del péptido Aβ, se pudo prevenir y rescatar a los cultivos del daño neurotóxico (Doré et al.

1997). En conjunto la evidencia existente justifica la utilización del IGF-1 como agente neuroprotector.

1.5.3.1 Terapia génica con IGF-1

La Dra. Bellini, co- directora de esta tesis, demostró que el IGF-1 modula la respuesta inflamatoria

en astrocitos en cultivo tratados con lipopolisacárido bacteriano (LPS) (Bellini et al. 2011). También se ha

demostrado en modelos animales que la terapia génica con IGF-1 es capaz de modificar el número de

células de la microglía y su fenotipo en cerebros de ratas seniles (Falomir-lockhart et al. 2019). Además se

observó que modifica el comportamiento en forma dependiente del sexo en ratones machos y hembras
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de 18 meses (Herrera et al. 2019 y 2020). Por otro lado, se ha observado que la implementación temprana

de terapia génica con IGF-1 previene el estrés oxidativo y los déficits cognitivos inducidos por una lesión

cerebral traumática en ratas Wistar (Montivero et al. 2021). En base a estos resultados, consideramos al

estudio de la terapia génica con IGF-1 como un abordaje sumamente relevante en nuestros modelos.

1.5.4 N-Acetilcisteína: un antioxidante con propiedades pro-neurogénicas y
neuroprotectoras.

Para contrarrestar los efectos producidos por ROS propusimos la utilización de un compuesto

antioxidante: La N -acetilcisteína (NAC), un precursor de la L-cisteína. Esta molécula muestra propiedades

neuroprotectoras, y es por ello que se utiliza en terapias para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo

en enfermedades neurodegenerativas y psiquiátricas cuando se la utiliza como fármaco (Bavarsad et al.

2014; Ooi et al. 2018).

Los estudios en modelos animales citados en la literatura científica han descrito que la NAC

puede ingresar eficazmente a través de la BHE aumentando los niveles de GSH en el cerebro (Neuwelt et

al. 2001; Farr 2003). Esta peculiaridad de NAC puede ser un factor crucial en las terapias de trastornos

neurológicos en las que se observaron variaciones en los niveles de GSH y vías redox. Asimismo, varias

formas de daño y degeneración neuronal están asociadas al daño excitotóxico que está relacionado con la

activación y regulación de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). Entre sus diversas propiedades, la

NAC ha mostrado propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Como antioxidante, NAC neutraliza los

radicales libres antes de que puedan causar daños en las células (Ramos-Villegas et al. 2017). Esto es

posible gracias a que NAC aumenta los niveles de cisteína/GSH en las células y actúa como un eliminador

de especies oxidantes. La NAC es un compuesto de cisteína acetilado que puede ser oxidado por una

variedad de compuestos radicales (Samuni et al. 2013), encargándose de mantener el GSH celular

reducido y manteniendo así un balance redox dentro de las células (Pardini 1995). Las acciones de NAC

consisten no sólo en restaurar el potencial antioxidante en las células al reponer el agotamiento de GSH

por los radicales libres y en la eliminación de ROS, sino también como sustancia antiinflamatoria. En este

rol, la NAC puede limitar la liberación de citoquinas en el estado temprano de proliferación inmune

(Samuni et al. 2013). En un estudio in vivo con ratones transgénicos APP/PS1, se demostró que la NAC

administrada por vía oral en el agua potable antes de la aparición de la enfermedad puede disminuir el
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daño oxidativo en las neuronas, reducir la oxidación de proteínas y lípidos, así como la nitración de

proteínas en comparación con ratones control (Huang et al. 2010).

En el cerebro con EA y cultivos neuronales expuestos a Aβ, las células mostraron estar en

apoptosis (Estus et al. 1997). Al respecto se sabe que las vías de señalización implicadas en la cascada de

señalización de la apoptosis se modifican por una alteración del estado redox debido a la NAC (Hsiao et al.

2008; Xu et al. 2009). Algunas vías de señalización relacionadas con la apoptosis, como la activación de la

vía Ras/ERK, están involucradas en la protección de NAC contra Aβ. (Hsiao et al. 2008; Xu et al. 2009). Se

han observado efectos neuroprotectores de la NAC frente al tratamiento con ácido araquidónico en

diferentes modelos neuronales y gliales in vitro (Pawlas et al. 2009).
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2. Hipótesis y objetivos
_______________________________________________________________________________________________________________________

2.1 Hipótesis

Considerando lo resumido en el capítulo introductorio se postulan las siguientes hipótesis de trabajo:

1. La exposición de células en cultivo a sobrecargas subletales de Cu afectan el metabolismo

del colesterol celular modulando la transcripción y traducción de proteínas implicadas tanto

en su síntesis como en su transporte. Además provocan estrés oxidativo-nitrativo, teniendo

las mitocondrias un papel clave en este estrés, y dañando biomoléculas esenciales como

lípidos, proteínas y ADN.

2. La activación de las diversas vías de señalización UPR (respuesta a proteínas desplegadas)

asociadas al estrés de retículo endoplásmico (RE), en presencia de sobrecargas subletales

de Cu, tiene un impacto significativo en la biosíntesis de colesterol.

3. El Cu modifica el metabolismo del colesterol, este efecto junto con la generación de estrés

oxidativo-nitrativo favorece la formación de Aβ.

4. Las células de la microglía expuestas a sobrecargas subletales de Cu, presentan una

producción de ROS mitocondrial aumentada y activan el inflamasoma vía NLRP3, lo que

influye en su capacidad fagocítica y modifica su respuesta inflamatoria.

2.2 Objetivos

A partir de las hipótesis propuestas, el objetivo general de esta tesis es investigar los

mecanismos de acción del Cu que podrían contribuir al desarrollo de la EA.

Al estudiar el efecto del Cu sobre las rutas bioquímicas que intervienen en la regulación de la

homeostasis del colesterol en cultivos primarios de astrocitos, la generación de estrés

oxidativo/nitrativo e inflamación en astrocitos y microglía nos proponemos identificar posibles

blancos terapéuticos para el tratamiento de esta patología. Para corroborar nuestras hipótesis y

alcanzar nuestro objetivo general se plantean los siguientes objetivos específicos:
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1. Analizar los niveles de Cu (espectrofotometría) y colesterol (total, libre y esterificado) tanto

intracelulares como extracelulares en cultivos celulares de astrocitos y microglia.

2. Estudiar el metabolismo del colesterol y los niveles del factor de transcripción SREBP-2. Para la

absorción y excreción del colesterol se analizarán transportadores de la familia ABC (ABCA-1) y el

receptor de LDL.

3. Evaluar la generación de estrés oxidativo/nitrativo por medio del análisis de enzimas del sistema

de defensa antioxidante (SDA), marcadores de daño a biomoléculas y niveles de ROS.

4. Investigar la respuesta inflamatoria de la neuroglia midiendo la expresión interleuquinas

proinflamatorias (IL-6 y TNFα y antiinflamatorias (IL4,IL10).

5. Analizar los niveles de APP en las balsas lipídicas y el péptido Aβ en medio de cultivo, como

indicadores de posible neurodegeneración de tipo Alzheimer.

6. Evaluar la acción neuro restauradora/antiinflamatoria y el efecto sobre el metabolismo lipídico de

la transferencia génica del IGF-1 ante la sobrecarga de Cu.

7. Analizar la activación de las distintas vías de señalización UPR (respuesta a proteínas desplegadas)

ligadas a estrés de RE en presencia de sobrecargas subletales de Cu, y su influencia sobre la

biosíntesis de colesterol.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS
_____________________________________________________________________________________

3.1 Reactivos

3.1.1. Para cultivos celulares

- “Medio Eagle modificado de Dulbecco: Mezcla de nutrientes F12” (DMEM/F12) (Emeve,

laboratorio MicroVet SRL, Argentina

- Medio Neurobasal (Gibco, ThermoFisher Scientific).

- Buffer fosfato salino (PBS) (Gibco, ThermoFisher Scientific)

- Penicilina-Estreptomicina (1X) (Laboratorio Serendipia, Colombia)

- Suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Córdoba, Argentina)

- Suero de caballo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO).

- poli-D-lisina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- GlutaMAX (GibcoThermoFisher Scientific)

- Glucosa (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Mezcla de vitaminas (Microvet, Argentina)

- Plasmocin™ (InvivoGen, San Diego, CA)

- DNasa I (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Tripsina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

3.1.2. Para tratamientos in vitro

- Sulfato cúprico pentahidratado (CuSO4) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- N-Acetilcisteína (NAC) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Tert-butil hidroperóxido (TBH) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Sal de clorhidrato de Aβ (1–42) humana (Bachem, Bubendorf, Suiza,

- Glutatión etil éster (GSH) (Sigm-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Mitoquinona (MitoQ) (Hycultec, Alemania)

- MitoTEMPO (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- AlamarBlue® (Thermo Fisher Scientific)

- MTT (Thermo Fisher Scientific).
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3.1.3 Para transfección de plásmidos y vectores virales

- Medio Opti-MEM

- Lipofectamina P300 (Invitrogen)

- Plásmido pLEX-MSC-ASC-GFP (Addgene plásmido #73957; RRID:Addgene_73957)

- Vector RAd-IGF-1

3.1.4. Para microscopía confocal

- Beads Amarillas-verdes fluorescentes (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- CellMask™ Orange (Thermo Fisher Scientific)

- DAPI (Invitrogen™)

- Paraformaldehído (PFA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Cámara µ-Slide 8 Pocillos Ibidi®

- Filipina III (0,25 mg/ml; Sigma -Aldrich, F4767)

- Fluoromount-G T (EMS, Hatfield, PA, EE.UU.).

3.1.5 Para ensayos in vitro

- kit de IL-1β de ratón (Abcam ab100562).

- Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Kit de ensayo de detección de relación GSH/GSSG (Abcam, España)

- kit de ensayo de colesterol rojo Amplex (Thermo Fisher Sci.; A12216)

- kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Ref. 5000001).

- Kit de ensayo de proteínas Pierce™ BCA ( Abcam, Ref. 23225).

3.1.6 Para Western Blot

- Acrilamida (Sigma-Aldrich Saint Louis, MO,)

- TEMED (Fluka, Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, EE.UU.).

- APS (Persulfato amónico, Sigma-Aldrich Saint Louis, MO).

- Dodecil Sulfato Sódico (SDS, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)

- Cóctel inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermo Scientific -78442)

- Membranas de difluoruro de polivinilideno PDVF (Immobilon™, Millipore Corporation®)

- Geles prefabricados Mini-PROTEAN TGX™(Bio-Rad, Hercules, CA)
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- Membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA)

- Buffer de Muestra Laemmli 2x (Bio-Rad, Hercules, CA)

- β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO).

- Buffer salino con Tris y Tween 20 (Merck, Alemania)

- Buffer de corrida (Bio-Rad, Hercules, CA)

- Buffer de transferencia (Biorad, Hercules, CA)

- Buffer de bloqueo Every Blot (Bio-Rad, Hercules, CA)

3.1.7 Para la extracción de ARN, transcripción inversa (RT) y PCR

- TRIzol® (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific)

- Tripure (Roche Diagnostic, EE.UU.).

- Buffer 100ST (DireCtQuant, Lleida, España, DCQ100ST)

- Kit de síntesis de ADNc (1708891, Bio-Rad iScriptTM).

- Bio-Rad iQ SYBR Green Supermix (1708880, Bio-Rad).

- Inhibidor de ARNasa RiboLock (Thermo Fisher Sci., EO0381)

- Maxima H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Sci., EP0751)

- SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 1725271).

3.2 Modelos experimentales

3.2.1 Animales para obtención de cultivos

- Crías de ratas macho y hembra de la cepa Sprague-Dawley en los días postnatal 0 a 2 (P0 a

P2) criados en el bioterio de la Cátedra de Histología del Instituto de Investigaciones Bioquímicas de

La Plata “Profesor Doctor Rodolfo R. Brenner” (INIBIOLP, La Plata, Argentina)

- Crìas de ratones APPswe/PSEN1dE9 macho y hembra en estadìo P0 a P2 (Laboratorio

Jackson) y crías de ratones Wild-type C57BL/6 macho y hembra criados en el bioterio de la

Universitat de Barcelona (UB, España).

Las parejas reproductoras se alojaron en una habitación con temperatura controlada (22-24

°C), ciclos de 12 horas de luz / 12 horas de oscuridad (luces de 8 am a 8 pm), con alimento y agua

disponibles ad libitum. Nuestros protocolos animales fueron aprobados por el Comité Institucional

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la FCM, UNLP (Protocolo
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#P01-01-2022) y por el Comitè Ètic d’Experimentació Animal de la Universitat de Barcelona

(CEEA-UB 82-22).

3.2.2. Cultivos celulares

3.2.2.1 Cultivos primarios de astrocitos

Los cultivos primarios de astrocitos se prepararon a partir de crías postnatales P0 a P2 de

ratas Sprague-Dawley y ratones transgénicos APP/PS1, como se ha descrito anteriormente (Bellini

et al. 2011). Brevemente, las crías macho y hembra P0-P2, que se distinguen por una papila genital

más grande y una mayor distancia anogenital en los machos que en las hembras, fueron

anestesiadas mediante hipotermia y luego decapitadas con tijeras quirúrgicas. Posteriormente, se

extrajo el cerebro, las meninges yse diseccionaron las cortezas cerebrales y el hipocampo en

condiciones asépticas bajo el microscopio de disección. El tejido cerebral se pasó repetidamente por

pipetas Pasteur flameadas de diferentes tamaños para obtener una suspensión celular, la cual se

centrifugó a 300 x g durante 5 minutos para eliminar detritus solubles. Luego, las células de ambas

regiones (hipocampo y corteza) se entremezclaron y resuspendieron en 50 μL de PBS y se

contaron en una cámara de Neubauer mediante tinción con azul tripán. Posteriormente se

sembraron 6 x 106 células por botella de 75 cm2 recubiertas con poli-D-lisina en DMEM/F12 (1:1)

(medio Emeve, laboratorio MicroVet SRL, Argentina) suplementado con un 10 % de SFB (Natocor,

Córdoba, Argentina) y Penicilina-Estreptomicina (1X) (Laboratorio Serendipia, Colombia). Las células

se cultivaron en una incubadora humidificada a 37 °C con un 5 % de CO2. La mitad del medio se

cambió cada 3 días y cuando las células alcanzaron el 90 % de confluencia, las botellas se agitaron

de manera constante durante 24 horas a 280 rpm en un agitador de mesada (Thermo Forma,

Marietta, Ohio, EE.UU) en estufa a 37 °C con CO2. Los cultivos de astrocitos enriquecidos se

sembraron a razón de 100.000 células/mL en placas P100 nuevas y se incubaron con DMEM/F12 +

10 % SFB durante 2-3 días antes de su uso.

3.2.2.2 Cultivos primarios de Neuronas

Los cultivos primarios neuronales se obtuvieron a partir de cerebros de crías de rata

Sprague-Dawley de 0 a 2 días de edad siguiendo los procedimientos establecidos en Echeverría y

col (2005) con pequeñas modificaciones. Brevemente, se obtuvieron las cortezas e hipocampos
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como se describió en el apartado anterior. Posteriormente, se disociaron mediante digestión con

una solución de tripsina al 0,05 % (Sigma) que contenía DNasa I (0,06 %) (Sigma) durante 10

minutos a 37 °C. La reacción de digestión se detuvo con medio Neurobasal con 10 % de SFB

(Natocor, Córdoba, Argentina). Posteriormente las muestras se pasaron 20 veces a través de una

pipeta de 1000 μL para obtener una suspensión celular homogénea. Las células se centrifugaron a

200 g durante 5 minutos y se resuspendieron en medio DMEM/F12 suplementado con 10 % SFB,

glucosa 0,25 % (Sigma-Aldrich®), mezcla de vitaminas 1 % (Microvet, Argentina), GlutaMAX™ (Gibco

Thermo Fisher Scientific) y Penicilina-Estreptomicina (1X). El total de células se contó en una cámara

de Neubauer mediante tinción con azul tripán y se sembraron 3000 células/mm2 en cubreobjetos

de vidrio de 12 mm recubiertos con poli-D-lisina (Sigma). Las neuronas se mantuvieron a 37 °C en

estufa con 5 % de CO2 y se trataron en el día 7 de cultivo en medio DMEM/F12 suplementado con 10

% SFB, glucosa 0,25 % (Sigma-Aldrich®), mezcla de vitaminas 1 % (Microvet, Argentina), GlutaMAX™

(Gibco Thermo Fisher Scientific) y Penicilina-Estreptomicina (1X).

3.2.2.3 Cultivo celular establecido

La línea celular establecida de microglia (SIM-A9) proveniente de ratón (ATCC-CRL-3265) se

cultivó en medio DMEM/F-12 (Gibco™) con GlutaMAX ™ (ThermoFisher, Waltham, MA, 31331028),

suplementado con SFB al 10 % (ThermoFisher, Waltham, MA, 10100139) y 5 μg/ml de plasmocin™

(InvivoGen, San Diego, CA, ant-mpt) y con suero de caballo (HS) al 5 % (Sigma-Aldrich, Saint Louis,

MO, H 1270).

3.3 Diseños experimentales
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Esquema 1: Diseño experimental para cultivos de astrocitos provenientes de ratonesWT ó APP/PS1.

Esquema 2: Diseño experimental para cultivos de astrocitos provenientes de ratas Sprague-Dawley.

Esquema 3: Diseño experimental para cultivos de neuronas provenientes de ratas Sprague-Dawley.
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Esquema 4: Diseño experimental para la línea celular SIMA-9.

3.4 Tratamientos experimentales

3.4.1. Tratamiento con Cu

Para determinar la concentración no citotóxica más alta de Cu (concentración subletal) se

realizó una curva de viabilidad celular en donde se expusieron los cultivos de astrocitos y microglia a

diferentes concentraciones de CuSO4 (0-600 μM) durante 24 horas. En base a los resultados

obtenidos, elegimos la concentración de trabajo para cada cultivo, con el objetivo de evaluar el

efecto del Cu sobre los mecanismos bioquímico-moleculares propuestos en nuestras hipótesis.

3.4.2. Tratamientos antioxidantes

● Los cultivos primarios de astrocitos y neuronas se pre-incubaron 30 minutos con la solución

de NAC 10 mM. Luego, se agregó el tratamiento combinado de Cu+NAC (10mM) 24 horas.

● Los cultivos primarios de astrocitos y de la línea establecida de microglia SIMA-9 se

pre-incubaron 30 minutos con el antioxidante GSH (1 mM). Luego, se agregó el tratamiento

combinado de Cu+GSH (1 mM) 24 horas.

● Tratamientos dirigidos a la mitocondria: Los cultivos primarios de astrocitos y la línea de

ratón SIMA-9 se incubaron con Cu + MitoQ 1 μM o Cu + MitoTEMPO 5 μM durante 24 horas.
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Como control de agente oxidante se empleó tert-butil hidroperóxido (TBH) (Sigma-Aldrich) a una

concentración de 500 μM durante 60 minutos (37 °C).

3.4.3 Tratamiento con Aβ

Para los tratamientos con el péptido Aβ (1 mM), se disolvió la sal de clorhidrato de Aβ (1–42)

humana (Bachem, Bubendorf, Suiza, H-6466) en hexafluoroisopropanol (HFIP; Sigma-Aldrich,

10522–8). Para el ensamblaje oligomérico, los péptidos se resuspendieron a 5 mM en DMSO

mediante sonicación, luego se diluyeron a 100 μM en DMEM sin rojo de fenol y se incubaron a 4 °C

durante 24 horas (Stine et al. 2003). La presencia de formas oligoméricas solubles de Aβ fue

confirmada por Western blot (Fernández et al. 2009) y microscopía electrónica.

3.4.4 Terapia génica en astrocitos

Se trataron los cultivos de astrocitos a una densidad de 1500 cel /mm2 con PBS, con un

vector adenoviral recombinante que porta el gen de la proteína roja fluorescente de Discosoma sp

DsRed (RAd-DsRed) o con un vector adenoviral recombinante que porta el ADNc de IGF-1 de rata

(Figura 6) (RAd IGF-1) durante 24 horas (Hereñú et al. 2007; Bellini et al. 2011). Se utilizó una

multiplicidad de infección (MOI) de 300 unidades formadoras de placa/ml (ufp)/célula.

Figura 6: Representación esquemática del vector RAd-IGF-1. (A) Esquema de un adenovirus tipo 5. (B) Esquema del

RAd conteniendo al ADNc de IGF-1 de rata. Abreviaturas: IGF-1, ADNc para IGF-1 de rata; ITR, repetición terminal invertida;

PminCMV, promotor mínimo de citomegalovirus; SV40, señal de poliadenilación del virus simio 40; ΔE1 and ΔE3,

deleciones en el genoma;Ψ, señal de empaquetamiento.

Para evaluar si la transfección había sido efectiva se utilizó el vector RAd-DsRed. Se observó

la fluorescencia a 553 nm con microscopio Olympus BX-51 conectado a una cámara de video CCD

Olympus DP70 (Tokio, Japón).
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Figura 7: Imagen de astrocitos transfectados con RAd-DsRed. La imagen

fue tomada con microscopio Olympus BX-51 conectado a una cámara de video

CCD Olympus DP70. Se observan astrocitos positivos para la proteína roja

fluorescente de Discosoma sp DsRed.

Luego, los cultivos se trataron con CuSO4 400 μM durante 24 horas, constituyéndose los siguientes

grupos experimentales

I- Control; III- CuSO4

II- RAd-IGF-1 / Veh; IV- RAd-IGF-1 / CuSO4 V- Cu+NAC

3.4.5 Obtención de vesículas extracelulares (VE) y medios sin VE para el tratamiento de

neuronas

Para obtener los medios desprovistos de VE se preparó medio de cultivo DMEM/F12 con SFB

al 20 % sin VE. Para esto, se centrifugó el SFB 14 horas a 45000 rpm 4 °C con el Rotor 70.1

Beckman utilizando la Ultracentrífuga Thermo Scientific Sorvall WX+. Se tomó el sobrenadante y se

filtró con filtro 0,22 μm para esterilizar. Luego , se agregó el mismo volumen de medio de cultivo

DMEM/F12 estéril con antibióticos y sin SFB, para lograr un medio desprovisto de VE con 10 % de

SFB.

Las VE se obtuvieron como se describe en Xu y col (2016) con algunas modificaciones.

Brevemente, se colectaron los medios de cultivos de cada well y se colocaron en tubos falcon de 50

mL estériles (paso 1). Luego, se tripsinizaron las células con tripsina 0,25 % y se contaron el cámara

de Neubauer (paso 2). Este punto es importante para poder relativizar el contenido de vesículas con

el número de células. El siguiente paso fue agregar el mismo volumen de PBS que de medio de

cultivo en un tubo Falcon de 50 mL. Se centrifugó a 300 g durante 10 minutos a 4 °C utilizando el

rotor Beckman JA 25.50 en una centrífuga Beckman Avanti J-E Refrigerada (paso 3).
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A continuación, se recolectó el sobrenadante del paso 3 y se volvió a centrifugar a 2000 g

durante 70 minutos a 4 C utilizando el rotor Beckman JA 25.50 en la centrífuga Beckman Avanti

J-E Refrigerada (paso 4). Seguidamente, se tomó el sobrenadante del paso 4 y se centrifugó a

12000 g durante 30 minutos a 4 °C usando el rotor Beckman JA 25.50 en la centrífuga Beckman

Avanti J-E Refrigerada (paso 5). Posteriormente, el sobrenadante del punto 5 se recolectó en tubos

para ultracentrifugación a 110000 g durante 70 minutos a 4 °C con el rotor 70.1 utilizando la

Ultracentrífuga Thermo Scientific Sorvall WX+ (paso 6).

El pellet del paso 5 (12K) se resuspendió en 6 mL de PBS estéril y se volvió a centrifugar a

12000 g 30 minutos 4 °C utilizando el rotor Beckman JA 25.50 en una centrífuga Beckman Avanti

J-E Refrigerada. Luego, se resuspendió este pellet en 100 μL de medio de cultivo con 10 % de SFB

sin VE (paso 7). También se descartó el sobrenadante del paso 6 y se resuspendió el pellet (110K) en

100 μL de medio de cultivo con 10 % de SFB sin VE (paso 8). Se mezclaron ambos pellet que

corresponden a distintos tamaños de VE (12K y 110K) . Finalmente, se agregaron 450 μL de medio de

cultivo con 10 % SFB sin VE al pool de VE obtenido anteriormente. Dicho volumen se dividió en:

-500 μL para tratar a los cultivos primarios de neuronas (previamente deberá filtrarse con
filtro de 0,22 μm)

-5 μL para medir proteínas por Bradford (ver sección 2.18.1)

-100 μL para microscopía electrónica de barrido (Microscopio Olympus DSX 1000)

- 45 μL para Western Blot (Ver sección 3.16)

3.4.5.1 Medios condicionados completos y medio condicionado sólo con VE.

Los cultivos primarios de neuronas se obtuvieron como se describió en la sección 3.2.2.2, luego del

día 7 las neuronas fueron tratadas con:

● Medios condicionados de astrocitos: Se tomaron los medios de cultivos de los astrocitos

tratados con CuSO4 400 μM/24 horas y se agregaron 500 μL de dicho medio a placas de 24

wells que contenían los cultivos primarios de neuronas a razón de 6000 células/well.

● VE: Se aislaron las vesículas como se detalla en la sección 3.4.5. Se expusieron las neuronas

(6000 células/well) durante 16 horas a 500 μL de medio DMEM/F12 con SFB desprovisto

de VE + VE derivadas de los astrocitos luego de estar expuestos a CuSO4 400 μM/24 horas.
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3.5 Determinaciones

Luego de transcurridas las 24 horas de tratamiento, las células se procesaron como se

describe:

A) Se trataron con una solución de tripsina (0,25 % [p/v], Sigma) y se resuspendieron en PBS.

A cada muestra se le añadió 500 μL buffer de lisis 1X (20 mM HEPES pH 7,40, 100 mM NaCl,

5 mM EDTA, 1 % Triton X-100, con la adición de 380 μL de cóctel inhibidor de proteasas y

fosfatasas) (Thermo Scientific -78442). A continuación, las muestras se centrifugaron a

10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

B) Se lisaron en buffer de lisis RIPA con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM, ortovanadato de

sodio 1 mM y cóctel inhibidor de proteasa (Santa Cruz Biotech, Dallas, TX, sc-24948) durante

30 minutos a 4 °C y luego se centrifugaron a 16 000 g durante 15 minutos.

3.5.1 Viabilidad celular

3.5.1.1 Método de la Resazurina

Tras el tratamiento, las células se incubaron con 10 μL de AlamarBlue® (0,11 mg/mL en 100 μL de

DMEM/F12 sin Rojo de fenol)(Thermo Fisher Scientific) a 37 °C durante 2 horas. El producto

resultante se determinó mediante espectrofotometría de fluorescencia a longitudes de onda ex535

/ em595 utilizando el lector de placas DTX 880 de Beckman Coulter.

3.5.1.2 Metodo del MTT

Tras el tratamiento, las células se lavaron con PBS y se incubaron con 100 μL de MTT

(bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), 0,25 mg/mL (Thermo Fisher Scientific)

en DMEM/F12 sin Rojo de fenol a 37 °C durante 2 horas. Al reducirse, el MTT se convierte en un

compuesto de la familia formazanos, de color violeta e insoluble en agua. Para cuantificarlo, se

descartó el sobrenadante y se disolvieron los cristales en 100 μL de DMSO. La viabilidad celular se

determinó mediante espectrofotometría a 570 nm utilizando el lector de placas Multiskan Skyhigh

de Thermo Scientific (Ref. A51119700C).

50



3.5.1.3 Evaluación de muerte por citometría de flujo

Anexina-V

Se midió muerte por apoptosis por citometría de flujo utilizando el Kit I de detección de

apoptosis con anexina V FITC (BD Pharmingen™). Las células en suspensión se incubaron con 5 μL

de Anexina V FITC en 100 μL de buffer de Anexina-V 1X 1 durante 15 minutos (25 °C). Luego se

agregaron 400 μl de buffer de unión 1X y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. La fluorescencia

se midió mediante citometría de flujo (Accuri C6 Plus, BD).

Ioduro de Propidio (IP)

Se midió muerte celular por citometría de flujo utilizando IP como sonda intercalante de

ADN (Sigma, Cat # P-4864) para evaluar la exclusión de las células no viables. Se incubaron durante

15 minutos utilizando una dilución 1:10 y se midió la fluorescencia a 610/20 nm con el citómetro

Accuri C6 Plus, BD

3.5.2 Determinación de especies reactivas de oxígeno (ROS)

Las ROS fueron determinadas por medio de la utilización de dos metodologías diferentes, a saber:

- Por citometría de flujo incubando las células en suspensión con la sonda

2′-7′-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCF-DA) (Invitrogen) 10 mM durante 60 minutos

(37 °C). Como control positivo de generación de ROS se utilizó TBH (500 μM), el cual

también se incubó durante 60 minutos (37 °C). El tratamiento con el antioxidante NAC se

realizó como se explica en la sección 3.4 como control negativo. La fluorescencia se midió

mediante citometría de flujo (Accuri C6 Plus, BD).

- Por espectrofluorometría utilizando la sonda fluorescente dihidroetidio (DHE). Como control

positivo de generación de ROS se utilizó TBH (500 μM), el cual se incubó durante 60

minutos (37 °C). Los antioxidantes GSH, MitoQ y MitoTEMPO se utilizaron como controles

negativos de la producción de ROS. Brevemente, se cambió el medio por 150 μL de DMEM

sin rojo fenol y sin SFB que contenía DHE en una concentración de 10 μM (stock: 10 mM). Las

células se incubaron por 30 minutos a 37 °C 5 % CO2 y oscuridad. Luego, se midió la

fluorescencia a EX:490 nm/Em:580 nm en el espectrofluorímetro SAFAS Xenius XC 2000.
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3. 5.3 Actividad de la enzima Superóxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD en los homogenatos celulares se determinó por

espectrofotometría UV-Visible siguiendo la técnica de Misra y Fridovich (Misra & Fridovich 1977) en

donde a pH alcalino se produce la autooxidación de la epinefrina a adrenocromo. La SOD compite

con esta reacción, ralentizando así la formación de adrenocromo. Una unidad de SOD se define

como la cantidad de homogenato que inhibe la tasa de formación de adrenocromo en un 50 %. La

mezcla contiene 970 μL de buffer de reacción (62,5 mM Na2CO3/NaHCO3 [pH 10,2], 125 μM EDTA)

y 20 μL de epinefrina (10,5-11,0 mg de epinefrina en 2 mL de ácido acético 0,1 N), y 30 μL de

homogenato celular. Para calcular las unidades de SOD en los homogenatos, los datos se

transformaron utilizando 1 unidad = V Control/V Homogenato - 1. V es la pendiente del cambio de

absorbancia en ausencia y presencia de la muestra. La transformación dio como resultado una

correlación lineal entre la actividad de SOD y la cantidad de homogenato utilizado en el ensayo.

3.5.4 Oxidación lipídica midiendo las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS)

La oxidación lipídica se midió siguiendo el método descrito por Yagi (Yagi 1976). Brevemente,

se añadieron 500 μL de ácido tiobarbitúrico (TBA) al 0,8 % y 500 μL de ácido acético (10 % pH 3,5) a

67 μL de homogenato celular. La muestra se calentó a 95 °C durante 60 minutos. La absorbancia se

midió en un lector de placas DTX 880 de Beckman Coulter a 532 nm. Para realizar la curva de

calibración se utilizaron diferentes concentraciones de malondialdehído (MDA) (Aldrich).

3.5.5 Medición de nitritos y nitratos [NOx] por reducción con vanadio

La medición de [NOx] se realizó siguiendo el método de Griess (Miranda et al. 2001).

Brevemente a 400 μL de homogenato se le agregaron 300 μL de VCl3 en HCl 1 M (200 mg de VCl3

en 25 mL de HCl 0,1 M) y 300 μL del reactivo de Griess premezclado (volúmenes iguales de

sulfamida al 2 % en ácido clorhídrico al 5 % y N-[1-naftil]-etilendiamina al 0,1 % en agua bidestilada).

Se incubaron las muestras 30 minutos a 37 ºC y se leyeron a 405 nm utilizando el lector de placas

DTX 880 de Beckman Coulter. Para realizar los cálculos se trazó una curva de calibración en un

rango de concentración 1 a 500 μM, utilizando una solución estándar de NaNO3 (Merk, ultrapuro) 1,42

mM en agua bidestilada.
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3.5.6 Carbonilos proteicos

Los carbonilos proteicos se midieron siguiendo el protocolo descrito en Reznick & Packer

(1994). Resumidamente, alícuotas de 30 μL de las muestras se llevaron a volumen 750 μL con PBS.

Se agregaron 750 μL DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) 10 mM en HCl 2 N y se agitó de inmediato en

vortex. Las muestras se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. De

esta manera se obtuvieron complejos de color caoba que se leyeron a 505 nm en el lector de placas

DTX 880 de Beckman Coulter. La curva de calibración se efectuó utilizando una solución estándar

de piruvato de sodio 2,30 mM, empleando alícuotas entre 40 y 100 μL.

3.5.7 Determinación de la concentración de Cu intracelular

El Cu se midió por espectrofotometría de absorción atómica (AAS) siguiendo el protocolo

descrito en Mattioli et al. (2018) con algunas modificaciones. Brevemente, 500 μL de homogenato se

expusieron a digestión ácida (mezcla 3:1 de ácido nítrico y ácido clorhídrico). Luego, se inyectaron en

un espectrofotómetro de absorción atómica Perkin Elmer-1100B que contaba con una lámpara

catódica Perkin-Elmer (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT, EE. UU.). El ancho espectral utilizado fue de

1 nm. Todas las mediciones se realizaron en tres canales simultáneos y en el modo de máximo

espectro (324.1 nm).

3.5.8 Medición del colesterol total

Los lípidos se obtuvieron a partir de los homogenatos celulares utilizando el método de Folch

(Folch et al. 1957). Brevemente, el reactivo de Folch se preparó mezclando cloroformo : metanol :

agua en la proporción 2 : 1 : 0,8. Este reactivo se añadió a las muestras y se mezcló mediante vórtex.

A continuación, las muestras se mantuvieron en tubos de vidrio esmerilado durante toda la noche.

Luego, se secaron en atmósfera de nitrógeno hasta peso constante, se resuspendieron en 50 μL de

hexano y se separaron mediante cromatografía en capa fina (TLC) sobre gel de sílice en cloroformo

al 100 %. A continuación, la placa de TLC se sumergió en una solución que contenía 50 mg de Cl3Fe +

90 mL de H2O + 5 mL de ácido acético + 5 mL de SO4H2. Por último, la placa de TLC se colocó en una

estufa a 100 °C durante 3 minutos para visualizar las bandas rosadas correspondientes al colesterol

libre y a los ésteres de colesterol. La densidad de cada banda se analizó utilizando el programa

Image J.
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Por otra parte, los niveles de colesterol también se determinaron fluorométricamente

utilizando el kit comercial Amplex Red (Thermo Fisher Sci.; A 12216). Las muestras (0,5 × 10 5 células)

se extrajeron con cloroformo:isopropanol:IGEPAL CA-630 (7:11:0,1) y se centrifugaron a 13.000 g

durante 10 minutos para eliminar el material insoluble. La fase orgánica se secó al vacío, se disolvió

en buffer de reacción de colesterol 1X y se analizó siguiendo las pautas proporcionadas por el

proveedor. Para evaluar la distribución intracelular de la carga de colesterol, las células se fijaron en

paraformaldehído (PFA) al 4 % durante 20 minutos a temperatura ambiente y, después de lavarlas

tres veces, se incubaron con el antibiótico poliénico naturalmente fluorescente filipina III (0,25

mg/mL; Sigma -Aldrich, F 4767) durante 30 minutos. Las imágenes se adquirieron con un

microscopio de un microscopio confocal Dragonfly de Andor con un objetivo 60X oil immersion. El

software ImageJ (Schindelin el al. 2012) se utilizó para calcular la fluorescencia celular total

corregida (CTCF) mediante la aplicación de la siguiente fórmula: CTCF = Densidad integrada − (Área

de la celda seleccionada × Fluorescencia media de las lecturas de fondo).

3.5.9 Síntesis de colesterol de novo en astrocitos

Durante las últimas 6 horas del tratamiento de un total de 24 horas con CuSO4 se cambió el

medio por DMEM/F12 sin SFB suplementado con acetato de [14C] (3 PCi/ml en medio de cultivo

final). Posteriormente, se añadieron 2 mL de hexano: isopropanol (3:2) a cada muestra. La fase

orgánica se recogió con una pipeta Pasteur de vidrio y los lípidos se extrajeron por el método de

Folch explicado en la sección 3.5.8 (Folch et al. 1957). Luego de saponificar (con hidróxido de potasio

al 10 % durante 1 hora a 80 °C), se tomó la fracción que permaneció en suspensión después de la

precipitación (fracción insaponificable) y se separó mediante TLC sobre gel de sílice G utilizando

cloroformo al 100 % como fase móvil y se identificó mediante autorradiografía con una pantalla

Storage Phosphor Screen (GE Healthcare). La placa se reveló utilizando el Amersham's Storm 860

Molecular Imager Los análisis densitométricos cuantitativos se realizaron utilizando Image J.

3.5.10 Ensayo de Fagocitosis

La fagocitosis se evaluó en las células de la microglía, cuantificando el grado de internalización

de las beads amarillas-verdes fluorescentes (Sigma-Aldrich, ref. L4655). Las células se sembraron

en portaobjetos con cámara μ-Slide 8 Pocillos Ibidi®. Después de los tratamientos, se añadieron las
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beads en una concentración de 0,01 % y se incubaron durante 20 minutos a 37 °C en una atmósfera

de CO2 al 5 %. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS y la membrana plasmática/citosol y

los núcleos se marcaron con CellMask™ Orange (1:20 000; Thermo Fisher Sci., C10045) y DAPI

(1:1000; ref. D1306), respectivamente, durante 5 minutos. Finalmente, las células se fijaron con PFA al

4 % y se observaron con un microscopio confocal Dragonfly de Andor. De cada pozo, se tomaron

aleatoriamente tres imágenes no superpuestas de las áreas superior, media e inferior. El software

ImageJ se utilizó para calcular el número de beads fagocitadas por célula individual.

3.5.11 Aislamiento mitocondrial y determinación de GSH

Las mitocondrias celulares fueron aisladas, tanto de astrocitos de ratón como de la línea

microglial SIMA-9, por fraccionamiento con digitonina como se describió en Fernández-Checa y col

(1987) (ver esquema 5). Brevemente, se tripsinizaron las botellas de 75 cm2 y se contó el número

total de células en cámara de Neubauer. Se utilizaron 2-3 x 106 células las cuales se resuspendieron

en 1 mL de medio de cultivo sin SFB disgregando suavemente con una pipeta P1000. Las células

resuspendidas en medio de cultivo se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 rpm y temperatura

ambiente. Luego, se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet añadiendo 1 mL de PBS. Se volvió a

centrifugar durante 5 minutos a 1000 rpm y temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante y

se resuspendió el pellet en 200 μL de PBS. Seguidamente, se colocaron en eppendorf distintos

alícuotas de 50 µL de cada muestra y se colocaron en un tercer eppendorf (eppendorf 1) para medir

proteínas. En un eppendorf (eppendorf 2) se agregó 50 μL del agente precipitante (TCA: ácido

tricloroacético al 10 % p/v; REF H3375) y 550 μL de una mezcla de oil mixture (silicone oil (Sigma;

REF 175633; d=1.05g/ml temperatura ambiente=RT) y mineral oil (Sigma; REF 330779;

d=0.838g/ml, RT) en proporción 6:1. En otro eppendorf (eppendorf 3), añadimos 100 μL de TCA

solo. Se tomaron 50 μL de digitonina (5 mg de digitonina (Santa Cruz; REF sc280675; RT) disuelta

en 10 mL de buffer HEPES) y se colocó digitonina- formando una pequeña “bolita” por diferencia de

densidades- cerca de la superficie del oil mixture del eppendorf 2. Inmediatamente, colocamos en

“la bolita” de digitonina los 200 μL de muestra. Se centrifugó 5 minutos a velocidad máxima

(16000g) a temperatura ambiente. Luego de esto, se tomaron 100 μL de la fracción citosólica del

interior de la “bolita” de digitonina. Estos 100 μL (Vicente-Gutiérrez et al. 2019) se pasaron al

eppendorf 3. Para cuantificar GSH citosólico, vortexeamos y centrifugamos 5’ a 14000 rpm el
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eppendorf 2. Se eliminó una gran parte de la fracción del mineral oil, siendo preferible no eliminarla

toda (para no correr el riesgo de llevarnos parte de la fracción mitocondrial con ella). Extrajimos la

fracción mitocondrial para cuantificar GSH, utilizando el kit comercial de Abcam que mide la relación

GSH/GSSH (MAK440-1KT, Abcam, España).

Esquema 5: Representación esquemática del fraccionamiento celular por digitonina.

3.5.12 Visualización de la oligomerización de ASC en microglia

Para evaluar la presencia de oligómeros de la proteína adaptadora asociada a la apoptosis

que contiene un dominio de Activación y Reclutamiento de Caspasas CARD (ASC), las células se

transfectaron con el plásmido pLEX-MSC-ASC-GFP (Addgene plásmido #73957;

RRID:Addgene_73957) siguiendo el protocolo descrito en de Almeida y col (2016). Brevemente, las

células se sembraron en portaobjetos de cámara extraíble LabTek de 8 pocillos (Thermo Scientific,

177402) hasta el 60 % a70 % de confluencia. Las transfecciones se realizaron utilizando

Lipofectamina P300 (Invitrogen) en medio opti-MEM durante 30 minutos. Cuarenta y ocho horas

después de la transfección, las células se expusieron al tratamiento correspondiente. Después del

tratamiento, las células se incubaron con CellMask™ Orange (1:10 000; Thermo Fisher Sci., C10045)

para teñir la membrana plasmática y de PFA 4 % para fijarlas. La formación de motas de ASC se

evaluó como la formación de estructuras reticuladas, visualizadas con un microscopio de barrido

láser confocal Leica TCS SPE (Leica Microsystems, España) utilizando un objetivo PH3 CS de aceite

de 63 × /1,32–0,60 y un agujero de alfiler confocal fijado en 1 Airy unidad. De cada pozo, se tomaron

aleatoriamente tres imágenes no superpuestas de las áreas superior, media e inferior. El número de

células positivas para motas se determinó mediante el conteo manual utilizando ImageJ.
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3.5.13 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Los medios de cultivos celulares de la microglia se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos

y se concentraron usando concentradores centrífugos Corning® Spin-X® UF (Corning Life Sciences,

Tewksbury, MA, 431,482). Los niveles de IL-1β en los medios de cultivo de las células SIM-A9 se

midieron utilizando kits ELISA de IL-1β de ratón (Abcam ab100562), de acuerdo con las instrucciones

del fabricante. En algunos casos, para evaluar la posible liberación de IL-1β encapsulada en VE, se

añadió Triton X-100 a los sobrenadantes a una concentración final del 1 % y se dejó reposar la mezcla

durante 10 minutos a temperatura ambiente antes del ensayo de citocinas secretadas.

3.5.14 Ensayo del inflamasoma Caspase- 1 Glo®

Las células SIMA-9 se cultivaron en placas de 96 pocillos y se trataron según la sección 3.4. En una

mitad de la placa se añadieron 100μl de reactivo Caspase-Glo® 1 a cada pocillo (Luminiscencia

Total). En la otra mitad, se añadieron 100 μl de reactivo Caspase-Glo® 1 con los inhibidores de

caspasa-1 YVAD-CHO (Luminiscencia de otras Caspasas). Se agitaron las muestras en un agitador

de placas a 300-500 rpm durante 30 segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante 90

minutos para permitir que la señal luminiscente se estabilice. La luminiscencia se midió con el

luminómetro Orion Microplate Luminometer (Berthold Detection Systems). La actividad específica

de caspasa-1 se midió restando a la Luminiscencia Total la Luminiscencia de otras Caspasas.

3.5.15 Western Blot

Las muestras (25-50 μg de proteína/calle) se prepararon en buffer de muestra Laemmli 4X

(Bio-Rad) con β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), se resolvieron mediante electroforesis, en

algunos casos, en geles prefabricados Mini-PROTEAN TGX™ (Bio-Rad) y se transfirieron a

membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA, V1704271). Las transferencias se probaron con

anti-caspasa 1 monoclonal de conejo (1:1000; Abcam, Cambridge, Reino Unido, ab179515),

anti-HMGCR policlonal de conejo (1:1000; Novus Biologicals, NBP1-50713), anti-IL-1beta/IL-1F2

policlonal de conejo (1:1000; Novus Biologicals, Abingdon, Reino Unido, NB600-633), anti-ABCA-1

policlonal de conejo (1:1000; Novus Biologicals, NB400-105SS), anti-Iba1 policlonal de conejo (1:1000,

Sigma-Aldrich, A10433), anti-LDLR policlonal de ratón (1:1000; Abcam, ab30532),
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anti-NLRP3/NALP3 policlonal de conejo (1:2500; Novus Biologicals, NBP2-12446), y anti-β-actina

monoclonal de ratón (1:30.000; Sigma-Aldrich, A3853). Después de una incubación durante la

noche a 4 °C, los anticuerpos unidos se visualizaron utilizando anticuerpos secundarios acoplados a

peroxidasa de rábano picante y el sustrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad)

En algunos otros casos , las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida Laemmli al 15

% (Laemmli, 1970) y se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF)

(membranas de transferencia Immobilon™, Millipore Corporation®.) a 60 V durante 1 hora en buffer

de transferencia (20 % (v/v) de metanol en 48 mM de Tris pH 8,3, 39 mM de glicina). Anticuerpo

monoclonal de ratón anti-LDLR (SC-18823, Santa Cruz, CA, EE.UU.) diluido 1/200, anticuerpo

monoclonal de ratón anti-β-actina diluido 1/3000 (Sigma A5316), anticuerpo policlonal de cabra

anti-ABCA-1 (1/1000, SC- 5491, Santa Cruz, CA, EE.UU.), anticuerpo monoclonal de ratón anti-GFAP

(SC-33673, Santa Cruz, CA, EE.UU.) diluido 1/500 y anticuerpos IgG anti-ratón (Fc-específicos)

(Sigma A0168) diluidos 1/10000 se añadieron a la membrana durante 1 hora. Las bandas

inmunorreactivas se detectaron utilizando el sustrato quimioluminiscente SuperSignal™ West Pico

PLUS (34577, Thermo Scientific) y se utilizó un kit Chemidoc (ChemiDoc™ XRS, BIO RAD®) para

detectar la fluorescencia. Se escanearon los inmunoblots de proteínas y se cuantificó la densidad de

cada banda utilizando el software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java).

3.5.16 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

3.5.16.1 PCR Real-Time

Las muestras se homogeneizaron con el reactivo de aislamiento Tripure (Roche Diagnostic,

EE.UU.). El ARN se transcribió a ADNc utilizando un kit comercial (1708891, Bio-Rad iScriptTM). A

continuación, el ADNc se amplificó utilizando Bio-Rad iQ SYBR Green Supermix (1708880, Bio-Rad).

El programa de PCR real time utilizado fue 95 °C, 3 minutos, 40 ciclos (95 °C, 15 s; 60 °C, 60 s) y 95

°C durante 1 minuto. Los datos se analizaron por el método ΔΔCT. Se utilizaron los siguientes

cebadores de oligonucleótidos:

Gen Forward Primer Reverse Primer
Srebp-2 5'-tcactccctgggaaagt-3' 5'-cagtagcaggcaggcaggcaggcagcaggtctcacaggt-3

'
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Hmgcr 5'-ggacttcgagcaagagagagagagagagagagagagagatggg-3' 5'-agcactgtgttgcgtacag-3'

Trem2 5'-tggaaccgtcaccatcactc-3' 5'-ctcggagactctgacactgg-3'

ApoE 5'-ctctggtggagcaaggtcg-3' 5'-tcggatgcggtcaccaaaag-3'

Srebf-2 5'-agcagtgggaccattctgac-3' 5'-ttcctcagaacgccagactt-3'

Hmgcr 5'-aagccagtggtcccacaaat-3' 5'-caccacccacggttcctatc-3'

TNF-α 5′-gaaaagcaagcagccaacca-3′ 5′-cggatcatgctttctgtgctc-3′

ß-actin 5'-tcttattggtcgaaggctcgt-3' 5'-atctcactagaggccaccga-3'

3.5.16.2 Selfie qPCR

Selfie RT-qPCR mide el número absoluto de transcriptos de ARN por gen. La técnica se levó a

cabo según lo descripto por Podlesniy & Trullas (2017). Brevemente, las células se extrajeron y

diluyeron en el buffer 100ST (DireCtQuant, Lleida, España, DCQ100ST) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Luego, se realizó un paso de pre-recocido por duplicado, mezclando 2 μL de la muestra

con el mismo volumen del cebador inverso correspondiente en una concentración 2,5 μM (Trem2

5′-ctcggagactctgacactgg-3′; Rldl 5′-gtgagacaacagccctcctc-3′; Nlrp3 5′-tatccactgccgagaggtga-3′;

il-1β 5′-actcaactgtgaaatgccacc-3′) a 70 °C durante 5 minutos. A continuación, la mezcla de reacción

que contenía, además de la muestra y el cebador, una mezcla de dNTP 1 mM, 10 U del inhibidor de

ARNasa RiboLock (Thermo Fisher Sci., EO0381) y 200 U de Maxima H Minus Reverse Transcriptase

(Thermo Fisher Sci., EP0751) o 50 % de glicerol se transcribieron durante 30 minutos a 60 °C

seguido de 5 minutos a 85 °C. Finalmente, se agregaron 2 μL del cebador directo correspondiente

(2,5 μM) (Trem2 5′-tggaaccgtcaccatcactc-3′; Rldl 5′-caggtgaatttgggcgagtg-3′ Nlrp3

5′-tcttgcacactggtgggttt-3′; il-1β 5′-ttggggtccgtcaacttcaa-3′) y se amplificó por RT-qPCR

convencional (5 minutos a 95 °C, seguido de 49 ciclos de 15 seg a 95 °C, 25 seg a 60 °C y 25 seg a

72 °C ), utilizando SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 1725271). El número de
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transcriptos por gen codificante se calculó como el cambio de veces después de restar los valores

umbrales (Ct) obtenidos de la muestra que contenía glicerol.

3.5.17 Determinación de proteínas

3.5.17.1 Bradford

Se realizó la cuantificación de proteínas mediante el kit Bio-Rad Protein Assay (Ref. 5000001).

Brevemente, se preparó la solución de Bradford (Bradford 1976) diluyendo 1 parte del reactivo

colorante con 4 partes de agua bidestilada. Inmediatamente después, se preparó la curva de

calibración utilizando albúmina sérica bovina (BSA) en un rango de 0,2 a 0,9 mg/mL donde la curva

es lineal. Se tomaron 5 μL de estándar o muestra, según el caso, y se combinaron con 250 μL del

reactivo de Bradford preparado con anterioridad en una placa de 96 pocillos. La lectura se realizó

luego de una incubación de 5 minutos a 37 °C en el lector de placas DTX 880 de Beckman Coulter a

una longitud de onda de 595 nm.

3.5.17.2 Ácido bicinconínico (BCA)

Se realizó la cuantificación de proteínas mediante el Kit de ensayo de proteínas Pierce™ BCA

(Ref. 23225). Brevemente, se preparó la curva de calibración utilizando albúmina sérica bovina (BSA)

en un rango de 0-2000 μg/mL. Luego, se preparó el reactivo de trabajo mezclando 1:50 siguiendo

las instrucciones del fabricante. Se colocó en una placa de 96 pocillos 200 μL/pocillo de la mezcla

de reactivos y 4 μL de muestra diluída ¼ y/o de cada estándar. Se incubó 30 minutos a 37 °C y se

leyó a 562 nm en lector de placas Multiskan Skyhigh de Thermo Scientific (Ref. A51119700C).

3.6 Análisis estadísticos

Todos los valores graficados representan la media ± DE (desviación estándar) de

determinaciones independientes. Los datos se analizaron en primer lugar mediante la prueba de

normalidad de Shapiro-Wilk y a continuación mediante ANOVA o ANOVA de 2 vías, según

corresponda, seguida de la prueba de comparación múltiple de Bonferroni utilizando el software

GraphPad Prism 8.
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RESULTADOS



4.1 ASTROCITOS
_________________________________________________________________________________

En este capítulo se describirán los resultados obtenidos en cultivos primarios de astrocitos. Si

bien en la introducción general se presentó el tema, a continuación se detallan aspectos claves para la

interpretación de los resultados expuestos.

4.1.1 Síntesis de colesterol cerebral: Papel fundamental de los astrocitos

Las lipoproteínas y el colesterol presentes en el SNC no proceden de la sangre periférica, sino

que son sintetizados por la glía, fundamentalmente por los astrocitos. La biosíntesis del colesterol es

un proceso de varios pasos estimulado por SREBP-2, un factor de transcripción, que cuando está

inactivo se encuentra inmovilizado en la membrana del retículo endoplásmico (RE) formando un

complejo con la proteína SCAP (Cleavage Activating Protein). Cuando los niveles de colesterol en el RE

son bajos, el complejo SCAP-SREBP-2 migra al Golgi en donde el factor de transcripción es liberado

(Leoni & Caccia 2015) y se traslada al núcleo donde se une a elementos reguladores de esteroles (SRE)

en las regiones promotoras de genes esenciales para la biosíntesis del colesterol (Figura 8), como por

ejemplo la enzima HMGCR (Anchisi et al. 2012; Martin et al. 2014).

Figura 8: Vía de señalización de SREBP-2. En

niveles normales de colesterol intracelular,

SREBP-2 se encuentra inactivo en el retículo

endoplasmático. Sin embargo, cuando los niveles

de colesterol intracelular disminuyen, SREBP-2 se

procesa y se libera de la membrana del RE. Luego,

se transloca al núcleo celular, donde se une a los

SRE en el ADN y promueve la transcripción de

genes involucrados en la síntesis de colesterol.

(Manual de señalización celular, 2da edición 2010 ,

Páginas 2505-2510)

El RE es el sitio principal para el plegamiento y la maduración de proteínas transmembrana,

secretoras y residentes del propio RE (Lee 2001). La interrupción en la función del RE interfiere con el
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plegamiento y la maduración adecuados de las proteínas que se encuentran en su interior, causa

estrés en el RE e inicia la respuesta celular para proteínas mal plegadas (UPR). Esta vía de

señalización intracelular integrada induce una inhibición traduccional temporal seguida de una

regulación positiva de la expresión de las chaperonas del RE. La UPR está mediada por tres sensores

residentes en el RE: una proteína quinasa transmembrana del RE tipo I (IRE-1), la activación del factor

de transcripción 6 (ATF-6) y la quinasa del RE similar a PKR (PERK). La activación de estos tres

sensores está mediada por la disociación de GRP78 después del estrés del RE (Kaufman, 2002,

Lawrence de Koning et al. 2003; Lee, 2001, Rutkowski & Kaufman, 2004).

Figura 9: La respuesta a las proteínas

mal plegadas o Vía UPR. (A) PERK se

activa por homodimerización y

autofosforilación. p-PERK fosforila eIF2α,

que reprime eIF2B, lo que resulta en una

disminución de la actividad del RE

mediante la estimulación preferente de la

traducción de ATF4. ATF4 también

aumenta la expresión de CHOP, que regula

negativamente los niveles de p-eIF2α (B)

IRE1 se activa por homodimerización y

autofosforilación en condiciones de estrés

del RE e induce genes citoprotectores y la

expansión del RE. (C) La vía ATF6. El estrés

del RE provoca la translocación de ATF6 al complejo de Golgi, donde se activa mediante la escisión proteolítica por las

proteasas S1P y S2P, dando lugar al fragmento ATF6 escindido de 50 kDa, que estimula la expresión de chaperonas. (Stone

& Lin 2015)

Aunque la vía UPR puede proporcionar una ventaja protectora para la célula, el estrés

prolongado o severo del RE puede resultar en la activación de caspasas y apoptosis (Feng et al. 2003,

Hossain et al. 2003, Morishima et al. 2002). Varios grupos han informado que las condiciones que

causan estrés o apoptosis en el RE inducen la activación de SREBP-2, independientemente del

contenido de colesterol intracelular (Higgins & Ioannou, 2001; Lee & Ye, 2004; Werstuck et al. 2001).
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Transporte de colesterol hacia el espacio extracelular

El colesterol producido en el cerebro se combina con la ApoE, para formar lipoproteínas que se

secretan al medio extracelular a través de transportadores ABC presentes en las membranas. Existen

varias isoformas de transportadores ABC, entre ellos ABCA-1 desempeña un papel importante en la

homeostasis del colesterol cerebral participando en la lipidación y la concentración en estado

estacionario de ApoE (Kim et al. 2008). ABCA-1 representa el tipo principal de transportadores ABCA

detectados en los astrocitos (Kim et al. 2006) y su expresión está regulada principalmente por los

factores de transcripción LXR (receptores X hepáticos) y RXR (receptores X retinoides), que se unen a

regiones promotoras específicas de genes diana cuando se activan con ligandos específicos (Costet et

al. 2000; Luo et al. 2020). ABCA-1 inicia el transporte reverso de colesterol en los astrocitos mediante

la transferencia de colesterol a ApoE sin lípidos. Para mantener los niveles estables, el exceso de

colesterol es esterificado por la enzima acil-coenzima A: colesterol aciltransferasa 1 (ACAT1/SOAT1) en

el RE y almacenado en "lipid droplets" (LD) como ésteres de colesterol (Wüstner & Solanko 2005).

ACAT/SOAT1 es más activa en neuronas que en células gliales, en los astrocitos esta activación se da

en condiciones tales como la falta de ApoE o la sobrecarga de colesterol exógeno (Sakashita et al.

2000).

4.1.2 Reactividad de los astrocitos

Los astrocitos experimentan una serie de modificaciones en su función frente a diferentes

estímulos y se convierten en "astrocitos reactivos" caracterizados por cambios en su morfología y

expresión génica, en particular de la proteína GFAP, que juega un papel vital en el soporte y reparación

del tejido cerebral (Figura 10). GFAP pertenece a una familia de proteínas de filamentos intermedios

que poseen principalmente funciones citoarquitectónicas (Pekny & Pekna 2004). Varios estudios en

ratones transgénicos indican que la expresión de GFAP no es esencial para la apariencia y función

normales de la mayoría de los astrocitos en el SNC sano, pero si lo es para el proceso de astrogliosis

reactiva y formación de cicatrices gliales (Herrmann et al. 2008; Pekny & Pekna 2004; Pekny et al.

1995).

64



Figura 10: Inmunohistoquímica contra GFAP. (rojo: astrocitos;

azul: núcleos). Imagen de microscopía confocal. Barra = 70 μm

(Imagen extraída de Guillamón-Vivancos et al. 2015)

La astrocitosis está significativamente asociada con la presencia de placas amiloides (Liddelow

et al. 2017), existiendo varios estudios que han demostrado que el número de astrocitos que expresan

GFAP aumenta significativamente en los cerebros de personas con EA, especialmente alrededor de las

placas amiloides (Perez-Nievas et al. 2013; Serrano-Pozo et al. 2013; Galea et al. 2015; Bouvier et al.

2016). A su vez, se ha demostrado que los astrocitos reactivos (GFAP+) promueven el procesamiento

amiloidogénico de APP, en ratones transgénicos 5XFAD y Tg2576 (Hartlage-Rubsamen et al. 2003;

Liang et al. 2020), así como en el hipocampo y la corteza de humanos con EA (Hartlage-Rubsamen et

al. 2003; Chacon-Quintero et al. 2021). Esta activación de la vía pro-amiloidogénica ocurre en

respuesta a diferentes estímulos, como estímulos inflamatorios (Hong et al. 2003; Zhao et al. 2011) o

lesión cerebral crónica (Liang et al. 2020) o Aβmismo (Liang et al. 2020; Jin et al. 2012).

Figura 11: Fases y cambios

asociados a la astrogliosis

reactiva. La astrogliosis es un

proceso continuo y progresivo

que implica cambios

morfológicos, moleculares y

funcionales en los astrocitos

(Imagen adaptada de

Torres-Ramos & Morales-López

2022).
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La reactividad de los astrocitos también potencia los mecanismos secundarios de lesión, como

la inflamación y el estrés oxidativo, claves en la progresión de la EA (figura 11) (González-Reyes et al.

2017). Además, la inflamación en sí misma puede afectar el perfil de secreción de astrocitos (Choi et

al. 2014) induciendo un fenotipo reactivo que pierde su capacidad para promover la sinaptogénesis y

supervivencia neuronal induciendo, en cambio, muerte neuronal (Liddelow et al. 2017). El análisis

transcripcional de astrocitos de ratones APP/PS1 ha mostrado una regulación al alza de genes

inflamatorios y una expresión reducida de genes implicados en el apoyo neuronal (Orre et al. 2014).

Además, varios estudios in vitro han demostrado que los astrocitos pueden mediar efectos

neurotóxicos o sinaptotóxicos mediante la liberación de citoquinas proinflamatorias, microvesículas y

otras moléculas en respuesta a Aβ (Sollvander et al. 2016; Garwood et al. 2011; Lian et al. 2015). Es

interesante notar que se ha encontrado que el estrés oxidativo puede desencadenar la reactividad de

los astrocitos y que los astrocitos reactivos producen más ROS/RNS (Chen et al. 2020b). Incluso, otros

estudios han dejado claro que el estrés oxidativo se correlaciona con una mayor producción de la

forma oligomérica de Aβ, que es altamente tóxica (Fawzi et al. 2006; Walsh et al. 2001; Drake et al.

2003). Se ha detectado una reducción en los niveles de enzimas antioxidantes en la EA y en el cerebro

con deterioro cognitivo leve (DCL), lo que hace mas vulnerables a los efectos tóxicos inducidos por Aβ

(1–42) (Pocernich et al. 2011). Otro efecto del daño oxidativo se caracteriza por niveles elevados de

oxidación de proteínas, lípidos, ADN y ARN, así como disfunciones en las neuronas y muerte

(Butterfield et al. 2010; Lovell et al. 2007).

4.1.3 Comunicación astrocito-neurona en la EA

Las VE son una familia heterogénea de vesículas limitadas por membrana que son liberadas por

casi todos los tipos celulares. Se ha demostrado que la liberación de VE actúa como mediador

importante de la comunicación intercelular tanto en el proceso fisiológico normal, así como en la

progresión patológica (Frühbeis et al. 2012; Marcilla et al. 2012; Barteneva et al. 2013). Estudios

recientes muestran que una de las formas importantes de comunicación entre los astrocitos y las

neuronas se produce a través de VE (Bianco et al. 2009; Datta Chaudhuri et al. 2020; Frühbeis et al.

2013). Se cree que las VE liberadas por los astrocitos (ADEV) en condiciones normales tienen

propiedades neurotróficas y neuroprotectoras. Sin embargo, en enfermedades neurodegenerativas
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como la EA, las ADEV desempeñan un papel en la propagación de la neuropatología o en la

exacerbación del grado de neurodegeneración (Schiera et al. 2015; Silverman et al. 2019).

Existe evidencia considerable que respalda la participación de las ADEV como portadores de

proteínas agregadas como los oligómeros beta amiloides y las protofibrillas de Aβ en la patogenia de

la EA (Sollvander et al. 2016). En relación con esto, se sabe que en las primeras etapas de la EA los

astrocitos fagocitan cantidades masivas de agregados de Aβ (Jones et al. 2013; Nielsen et al. 2010), sin

embargo un estudio realizado por Sollvander y col mostró que los astrocitos, cuando se cultivan

conjuntamente con neuronas y oligodendrocitos, fagocitan una proporción más significativa de

protofibrillas Aβ42 (Sollvander et al. 2016).

4.1.4 Objetivos

En relación a lo expuesto en la introducción general y, más específicamente en la introducción

de este capítulo, los objetivos específicos que se abordarán en cultivos primarios de astrocitos,

exceptuando el objetivo 5 que se realizará en cultivos primarios neuronales, son:

Objetivo específico 1. Analizar los niveles de Cu (espectrofotometría) y colesterol (total, libre y

esterificado) intracelulares y extracelulares.

Objetivo específico 2. Estudiar el metabolismo del colesterol y los niveles del factor de transcripción

SREBP-2 así como la expresión de transportadores de la familia ABC (ABCA-1) y el receptor de LDL.

Objetivo específico 3. Evaluar la generación de estrés oxidativo/nitrativo por medio del análisis de

enzimas del SDA, marcadores de daño a biomoléculas y niveles de ROS. 

Objetivo específico 4. Investigar la respuesta inflamatoria de los astrocitos midiendo la expresión

interleuquinas proinflamatorias

Objetivo específico 5. Analizar los niveles de APP en las balsas lipídicas de neuronas incubadas con

medio condicionado de astrocitos, como posible marcador de EA.

Objetivo específico 6. Evaluar la acción neuro restauradora/antiinflamatoria y el efecto sobre el

metabolismo lipídico de la transferencia génica de IGF-1  ante la sobrecarga de Cu.

Objetivo específico 7. Analizar la activación de las distintas vías de señalización UPR (unfolded protein

response) ligadas al estrés de RE en presencia de sobrecargas subletales de Cu, y su influencia sobre

la biosíntesis de colesterol.
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4.1.5 Resultados

4.1.5.1 Astrocitos de Ratas Sprague-Dawley

Los cultivos de astrocitos se expusieron a diferentes concentraciones de Cu (Figura 12) durante

24 horas (véase la sección 3.4.1). Se consideró como concentración subletal de Cu (400 μM) la

concentración más alta de este metal que no presentó diferencia significativa en la viabilidad celular,

medida con resazurina (véase la sección 3.5.1.1), respecto del control y por ello se utilizó en los

experimentos posteriores. La elección de una concentración subletal se debe a que el objetivo es

estudiar los efectos del Cu a la máxima concentración que no produzca muerte celular, pero que

pudiera tener efecto sobre los aspectos estudiados.

Figura 12: Viabilidad celular. La viabilidad

celular se determinó por el método de

Rezasurina. Los resultados se calcularon

mediante ANOVA y la prueba de

comparaciones múltiples de Dunnett y

expresaron el porcentaje medio ± DE del

control (n= 6 para cada concentración

utilizada). Las diferencias estadísticas

respecto del control sin Cu se indican como

*** p < 0,01.

Una vez fijada la concentración subletal para los tratamientos, se midió la concentración

intracelular de Cu para determinar si efectivamente ingresaba en las células. Nuestros resultados

mostraron que cantidades similares de Cu entran en los astrocitos independientemente de que sean

astrocitos derivados de crías hembra (ADCH) (28,84 ± 3,9 μg/dL) o astrocitos derivados de crías

macho (ADCM) (31,11 ± 4,01 μg/dL) (figura 13A). Además, se determinó por citometría de flujo

utilizando IP como fluoróforo, si el tratamiento con Cu efectivamente no producía muerte celular.

Podemos observar que no hay desplazamiento del pico correspondiente al Cu respecto a la población

control, confirmando que nuestro tratamiento es sub-letal para los astrocitos (figura 13B)
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C D

Figura 13: Efecto del tratamiento con Cu sobre el contenido celular de Cu y producción de ROS en ADCH y ADCM
de Ratas Sprague-Dawley. (A) Concentración celular de Cu (µg/dL) medida por AAS (n=6); (B) Viabilidad celular por
citometría de flujo con IP (N=8); (C) y (D) Niveles de ROS por citometría de flujo utilizando DCF-DA. En el gráfico se
representa la intensidad de fluorescencia media medida en urf; (n=6) Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vías
seguido de post test de Bonferroni y se expresan media de urf ± DE, ** p < 0,01 diferencias significativas respecto del
control en el mismo sexo, + diferencias significativas entre Cu y TBH en el mismo sexo (p<0,05) y # diferencias
significativas entre hembra y machos con mismo tratamiento (p<0,05 con TBH y p<0,01 con Cu).

A continuación, se midió la producción de ROS mediante citometría de flujo utilizando DCF-DA

tras 24 horas de tratamiento con 400 μM de Cu. En la gráfica de distribuciones del histograma (figura

13B), se observa un desplazamiento del pico de la muestra perteneciente al Cu hacia la derecha en

comparación con el control, lo cual indica un aumento en la intensidad de fluorescencia (medido en

unidades relativas de fluorescencia o urf, una medida adimensional utilizada para expresar la
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intensidad de fluorescencia de una muestra y normalizada para comparar cuantitativamente

diferentes experimentos o condiciones). Podemos confirmar que los tratamientos con Cu (machos Cu

689,8 ± 37 urf vs ctrl 56,4 ± 3,09 urf y hembras Cu 888,47 ± 90,18 urf vs ctrl 53,29 ± 2,53 urf) y con

TBH (machos TBH 599,32 ± 111,67 urf y hembras TBH 732,74 ± 64,85 urf) produjeron un aumento

significativo de ROS en los astrocitos respecto del control (p<0,01) y, a su vez, que este aumento fue

significativamente mayor en hembras respecto a machos tanto con Cu (p<0,01) como con TBH

(p<0,05) (figura 13C). Es interesante notar que los ADCH tratados con Cu mostraron un aumento

significativo de ROS respecto de las hembras tratadas con TBH (p<0,05). Por otro lado, cuando las

células expuestas a Cu se trataron previamente con NAC, se observó una disminución significativa

respecto al control (p<0,05) de la producción de ROS tanto en ADCM como en ADCH (machos Cu+NAC

104,27 ± 25,54 urf vs ctrl 56,4 ± 3,09 urf y hembras Cu+NAC 95,44 ± 21,21 urf vs ctrl 53,29± 2,53 urf).

Posteriormente, se analizó el efecto del Cu sobre el estrés oxidativo celular, y se pudo observar

que el Cu produjo un aumento de TBARS significativo respecto del control (Cu hembras 9,96 μmol/μg

prot ± 4,1 vs. Ctrl 3,77 μmol/μg prot ± 1,22 y Cu machos 11,17μmol/μg prot ± 3,38 vs. Ctrl 3,21 μmol/μg

prot ± 1,18) aunque, sorprendentemente, no se observaron diferencias significativas entre los ADCH y

ADCM (figura 14A). La actividad de SOD mostró el mismo comportamiento que las ROS luego del

tratamiento con Cu (figura 14B), donde se observa un aumento significativo (p<0.05) en hembras (Cu

0,069 U/μg prot. ± 0.018) con respecto a los machos (0,054 U/μg prot. ± 0.014).

Figura 14: Efecto del tratamiento con Cu sobre el estrés oxidativo en ADCH y ADCM de Ratas Sprague-Dawley. (A)
peroxidación lipídica determinada mediante el ensayo TBARS (n=8) y (B) actividad de SOD por espectrofotometría
UV-Visible (n=8). Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ±
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DE, ** p < 0,01 diferencias significativas respecto del control en el mismo sexo, y # p<0.05 diferencias significativas Cu
hembra vs Cu macho.

La figura 15 muestra que el tratamiento con Cu aumenta de forma significativa (p<0,01) tanto los

niveles de expresión de GFAP (figura 15A) (Cu hembras 286,25 % ± 33,66 vs. Ctrl hembras 102,49 % ±

5,3 y Cu machos 228,55 % ± 13,79 vs. Ctrl machos 97,5 % ± 5,86) como de TNF-α (Cu hembras 35,74

UA ± 1,27 vs Ctrl hembras 10,67 UA ± 2,6 y Cu machos 27,67 UA ± 1,18 vs Ctrl machos 8,48 UA ± 1,91) en

los cultivos astrocitarios (figura 15B). En ambos casos, el aumento fue significativamente mayor

(p<0,05) en los ADCH respecto de los ADCM. A su vez, se pudo observar que cuando se incubó con el

antioxidante NAC los niveles de GFAP se restablecieron a valores cercanos al control para los ADCM

(123,05 % ± 10,65) pero no así para los ADCH (133,75 % ± 16,62), las cuales mostraron valores

significativamente mayores (p<0,05) respecto al control. En cuanto a los valores de TNF-α, se pudo ver

que a pesar del tratamiento con NAC sus niveles fueron significativamente superiores a los controles

(p<0,01; Cu+NAC hembras 23,94 UA ± 1,41 vs. 10,8 UA ± 4,48 y p<0,01; Cu+NAC machos 21,4 UA ± 0,64 vs.

Ctrl 9,54 UA ± 2,76). Si bien no se restablecieron los valores de TNF-α a niveles basales, si fueron

significativamente menores que tras el tratamiento con Cu solo, tanto en ADCH como ADCM (Cu+NAC

hembras 23,94 UA ± 1,41 vs. Cu hembras 37,85 UA ±1,54 y Cu+NAC machos 21,4 UA ± 0,64 vs Cu

Machos 28,96 UA ± 1,33).

Figura 15: Efecto del tratamiento con Cu sobre la activación astrocitaria en cultivos de ADCH y ADCM de Ratas
Sprague-Dawley. Niveles de GFAP analizados por western blot (n=6) y de TNF-α por RT-PCR (n=6). Los datos se
analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE, *** (p < 0,0)1 y * (p<0,05)
diferencias significativas respecto del control en el mismo sexo, ++ (p<0,01) y + (p<0,05) diferencias significativa entre Cu y
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Cu+NAC en el mismo sexo y # p<0,05 diferencias significativas entre hembras y machos con el mismo tratamiento. Cada
banda en el western blot se correlaciona con la respectiva barra en el gráfico, manteniendo el mismo orden secuencial

En la figura 16 se observan los resultados relacionados con la síntesis de novo de colesterol en

cultivos de ADCH y ADCM. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con Cu aumentó la

expresión de SREBP-2 respecto del control (p < 0,01) en los cultivos analizados, siendo mayor en los

ADCH en comparación con los ADCM (p<0,05) (hembras Cu 5,07 UA ± 0,46 vs. Ctrl 0,78 UA ± 0,11, y

machos Cu 3,70 UA ± 0,36 vs. Ctrl 0,76 UA ± 0,11) (figura 16A). A su vez, el tratamiento con Cu + NAC

indujo una disminución hasta niveles similares al control de la expresión de SREBP-2 (hembras

Cu+NAC 3,70 UA ± 0,36, p<0,05 y machos Cu+NAC 2,97 UA ± 0,16, p<0,05). Cuando los cultivos se

trataron con TBH (hembras TBH 6,67 UA ± 1,64 y machos TBH 4,74 UA ± 1,23), se observó un aumento

significativo en (p<0,01) respecto al control, aunque menor que respecto al tratamiento con Cu

(p<0,05).

Figura 16: Efecto del Cu en el metabolismo del
colesterol en cultivos de ADCH y ADCM de Ratas
Sprague-Dawley. (A) Expresión de SREBP-2 (n= 4);
(B) Expresión de HMGCR (n=4); (C) colesterol
sintetizado de novo (n=14). Los datos se analizaron por
ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni
y se expresan la media ± DE, * p<0,05, ** p < 0,01 y ***
p<0,001 diferencias significativas respecto del control
en el mismo sexo, + (p<0,05) y ++ (p<0,01) diferencias
significativas respecto al Cu mismo sexo, & p<0,05
diferencias significativas entre Cu y TBH en ell mismo
sexo y # diferencias significativas entre hembra y
macho con mismo tratamiento (p< 0,05 para
SREBP-2, p < 0,01 para Cu HMGCR, p < 0,1 TBH HMGCR
y p < 0,01 para síntesis de novo de colesterol).
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En línea con lo anterior, la expresión de HMGCR también aumentó respecto del control

(hembras 13,32 UA ± 2,6 vs. Ctrl, 2,78 UA ± 0,36, p<0,01 y machos 8,94 UA ± 0,65 vs. Ctrl 2,26 UA ±

0,69, p<0,01) tras la adición de Cu durante 24 horas, siendo mayor el aumento en los astrocitos

provenientes de hembras que en los provenientes de machos. Cuando los cultivos se trataron con TBH

(hembras TBH 3,27 UA ± 1,06 y machos TBH 2,72 UA ± 1,21), la expresión de HMGCR aumentó

significativamente respecto al control (p<0,01), aunque también fue menor que con el tratamiento con

Cu (p<0,05). Es destacable el hecho de que el tratamiento con Cu + NAC sólo aumenta la expresión de

HMGCR de forma significativa respecto del control (4,88 UA ± 1,85) en los ADCH (Figura 16B).

En concordancia con la expresión de SREBP-2 y HMGCR, los tratamientos con Cu (p<0,01) y

TBH (p<0,01) aumentaron la síntesis de novo de colesterol en cultivos primarios de astrocitos, siendo

mayor en los ADCH (Cu 48.653 ± 1900,18 dpm/mL) respecto de los ADCM (Cu 41.675 ± 2507,18

dpm/mL (figura 16C). A pesar de ello, luego del tratamiento con Cu se observaron niveles

significativamente superiores de colesterol que con TBH (p<0,05) (machos 34674 ± 540,18 dpm/mL y

hembras 36123 ±750,81 dpm/mL). Sorprendentemente, los niveles de colesterol sintetizado de novo

tras el tratamiento con Cu + NAC (machos 26965 ± 1180,22 urf y hembras 31123 ± 870,18 urf) también

fueron significativamente superiores a los de los astrocitos control (machos 10534 ± 795,55 urf y

hembras 11032 ± 540,18 urf), tanto en los ADCM como en los ADCH. A pesar de ello, fueron

significativamente inferiores a los de los tratamientos con Cu (p<0,01) y TBH (p<0,05). En resumen,

nuestros hallazgos indican que el tratamiento con Cu afecta la síntesis de novo de colesterol en

astrocitos. Estos efectos están mediados por la regulación de SREBP-2 y HMGCR, y muestran una clara

influencia del sexo, siendo más pronunciados en los ADCH. Para evaluar si el colesterol sintetizado de

novo podría ser liberado al medio extracelular luego del tratamiento con Cu, analizamos los niveles de

proteína del transportador de colesterol ABCA-1 en los homogenatos celulares (figura 17A) y los niveles

de colesterol marcado radiactivamente en el medio de cultivo (figura 17B). Los niveles de ABCA-1

fueron mayores tras el tratamiento con Cu (Cu machos 1,32 UA ± 0,37 vs. Ctrl hembras 0,63 UA ± 0,167

y Cu hembras 1,57 UA ± 0,4 vs. Ctrl machos 0,68 UA ± 0,14), y además este aumento fue aún más

pronunciado en los ADCH respecto de los ADCM (figura 17A). En línea con esto, observamos que el

colesterol sintetizado de novo también se libera al medio de cultivo siguiendo el mismo

comportamiento que ABCA-1, siendo significativamente mayor (p<0,01) tras el tratamiento con Cu

(hembras 48545,65 ± 962,79 dpm/mL y machos 44699,71 dpm/mL ± 1784,91) respecto a los controles
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(hembras 29679,36 ± 6797,75 dpm/mL y machos 27670,01 dpm/mL ± 7079,66). La liberación de

colesterol mediada por Cu disminuyó significativamente (p<0,01) cuando los cultivos se incubaron con

Cu+NAC (hembras 28738,89 dpm/mL ± 7428,64 y machos 28309,46 dpm/mL ± 7004,82). Es

importante destacar que también se observó un aumento significativo de colesterol marcado en el

medio de cultivo tras el tratamiento con el inductor de ROS (TBH) (p<0,05, hembras 36294,45

dpm/mL ± 4729,21 y machos 34865,01 dpm/mL ±4140,70)

Figura 17: Efectos del Cu en la liberación de colesterol en cultivos de ADCH y ADCM de Ratas Sprague-Dawley. (A)
Niveles de ABCA-1 (n=8); (B) Colesterol sintetizado de novo en el medio de cultivo (n=8). Los datos se analizaron por
ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresa la media ± DE, *** p < 0,001 y ** p<0,01 diferencias
significativas entre respecto del control en el mismo sexo, # diferencias significativas entre Cu hembra vs Cu macho (p <
0,05 para ABCA-1 y p < 0,01 para colesterol marcado en el medio de cultivo), ++ (p<0,01) y + (p<0,05) respecto al Cu en el
mismo sexo. Cada banda presente en el western blot mantiene el mismo orden secuencial que las barras del histograma.

4.1.5.1.1 Influencia del medio de cultivo condicionado derivado de astrocitos sobre los niveles de

colesterol y APP en las balsas de membrana neuronales

Es sabido que las neuronas maduras incorporan colesterol sintetizado por los astrocitos, lo que

afecta de forma directa a la concentración de colesterol en sus balsas de membrana (Mattioli et al.

2018). Dado que encontramos un aumento significativo de los niveles de colesterol marcado en el

medio de cultivo de los astrocitos que se trataron con Cu respecto de los controles sin Cu (figura 17B),

decidimos exponer cultivos primarios de neuronas a estos medios condicionados. Nuestros resultados

mostraron que los niveles neuronales de colesterol en las balsas de membrana eran más altos
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después de que las neuronas fueran expuestas al medio condicionado de astrocitos tratados con Cu

respecto de aquellas expuestas al medio condicionado del control (hembras Cu 85,65 UA ± 8,92 vs.

Ctrl 45,61 UA ± 16,16, p<0,01 y machos Cu 63,48 UA ± 6,03 vs. Ctrl 42,16 UA ± 9,31, p<0,01) (figura 18A).

Además de los cambios de colesterol en las balsas de membrana, evaluamos los niveles de la

proteína APP en dichas balsas. Observamos un aumento de APP con los tratamientos con Cu tanto en

machos (p<0,01; Cu 189,88 UA ± 13,11 vs. Ctrl 97,44 UA ± 31,11) y hembras (p<0,01; Cu 153,32 UA ± 18,43 vs.

Ctrl 94,55 UA ± 28,44), siendo significativamente mayor (p<0,05) en hembras respecto a machos

A B

Figura 18: Efecto del medio de cultivo condicionado de astrocitos sobre los niveles de colesterol y APP en las
balsas de membrana neuronales. (A) Niveles de colesterol en las balsas de membrana de las neuronas determinados
por HP-TLC seguido del análisis de la intensidad de las bandas (n=12). (B) Proporción APP/flotilina en las balsas de
membrana neuronales determinada por Western blot (n=12). Los resultados se calcularon mediante ANOVA de 2 vías más
la prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni, y los datos expresan media ± DE, *** p<0,001 y ** p < 0,01 diferencias
significativas respecto del control en el mismo sexo y # diferencias significativas entre Cu hembra vs Cu macho. Cada
banda presente en el western blot mantiene el mismo orden secuencial que las barras del histograma.

4.1.5.1.2 Impacto de la terapia génica con IGF-1

Se evaluó el efecto de la terapia génica con RAd-IGF-1 en astrocitos de rata Sprague-Dawley

tratados con Cu. Para ello nuevamente se empleó TBH como control positivo de producción de ROS y

el tratamiento combinado de Cu+NAC (antioxidante) con el fin de poder dilucidar si los efectos que se

observan se deben a la producción de ROS por parte de Cu, a la presencia de Cu per se o a ambos. A
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continuación, se midió la producción de ROS mediante citometría de flujo utilizando DCF-DA tras 24

horas de tratamiento con 400 μM de Cu (Figura 19).

Figura 19: Efecto del tratamiento con Cu
sobre la producción de ROS en ADCH y ADCM
de Ratas Sprague-Dawley. Niveles de ROS (n=4).
Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías
seguido de post test de Bonferroni y se expresan
media ± DE, *** p<0,001, ** p<0,01 y * p<0,05
diferencias significativas respecto del control en
el mismo sexo, ++ (p<0.01) diferencias
significativas respecto al Cu mismo sexo, &
(p<0,05)diferencias entre Cu+NAC y Cu+IGF-1 en
el mismo sexo y # diferencias significativas Cu
hembra vs Cu macho,

La figura 19 muestra que el tratamiento con Cu provocó un aumento significativo (p<0,001) (machos

Cu 495,46 urf ± 118,29 y hembras Cu 625,6675 urf ± 57,18) en la generación de ROS respecto a los

controles (machos Ctrl 103,955 urf ± 6,92 y hembras Ctrl 99,26 urf ± 21,27). Además, tanto el

tratamiento con Cu+NAC (p<0.05; machos 305,25 urf ± 5,48 y hembras 334,67 urf ± 11,18) como

Cu+IGF-1 (P<0.01; machos 200,375 urf ± 29,12 y hembras 206,325 urf ± 18,74) redujeron

significativamente la generación de ROS, siendo más pronunciado este efecto luego del tratamiento

con Cu+IGF-1 (p<0.05). Los controles tanto en ADCH como ADCM (machos 78,37 urf ± 14,59 y hembras

88,82 urf ± 10,43) no presentan diferencias significativas respecto a sus respectivos controles sin

tratamiento pero con el vector RAd-IGF-1.
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Figura 20: Efecto del tratamiento con Cu sobre el estrés oxidativo en ADCH y ADCM de Ratas Sprague-Dawley. (A)
niveles de ARNm de TNF-α, (B) Nitritos y Nitratos [NOx], (C) Peroxidación lipídica (TBARS) (n=5) y (D) Actividad de SOD
(n=5). Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE, ***
(p<0,001), ** (p < 0,01) y * (p<0,05) diferencias significativas respecto del control en el mismo sexo, + (p<0,05), ++ (p<0,01) y
+++ (p<0,001) diferencias respecto al Cu en el mismo sexo, & (p<0,05) diferencias entre IGF-1+ Cu y Cu+NAC en el mismo
sexo y # (p<0,05) diferencias significativas entre hembras y machos con el mismo tratamiento.

A su vez, analizamos el efecto del tratamiento con Cu sobre el estrés oxidativo y el estado

proinflamatorio en ADCH y ADCM de ratas Sprague-Dawley pre-tratados con el vector viral RAd-IGF-1.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con Cu solo, aumenta significativamente la

expresión de la interleucina proinflamatoria TNF-α (Cu hembras 35,75 UA ± 1,27 y Cu machos 27,67 UA

± 1,18) respecto al co-tratamiento RAd-IGF-1 + Cu (Cu+IGF-1 hembras 16,95 UA ± 1,73 y Cu+IGF-1 machos

15,5 UA ± 1,4) (figura 20A). Adicionalmente, observamos la terapia génica con IGF-1 tiende a ser más

eficaz en prevenir el aumento de TNF-α inducido por la presencia de Cu en comparación con el

tratamiento con NAC, aunque no es significativo (hembras Cu+IGF-1 16,95 UA ± 1,73 vs Cu+NAC 23,94

UA ± 1,41 y machos Cu+IGF-1 15,5 UA ± 1,4 vs. Cu+NAC 21,4 UA ± 0,64). El tratamiento con Cu también

indujo estrés oxidativo en los astrocitos, viéndose reflejado en un aumento significativo de [NOx]

(p<0.01; hembras Cu 3,28 μM/μg Prot. ± 0,26 vs. Ctrl 1,03 μM/μg Prot. ± 0,2 y machos Cu 2,45 μM/μg

Prot. ± 0,25 vs. Ctrl 0,88 μM/μg Prot. ± 0,06) (figura 20 B), de TBARS (p<0,01; hembras Cu 481,49

μmol/μg Prot. ± 101,56 vs. Ctrl 60 μmol/μg Prot. ± 26,79 y machos Cu 380,83 μmol/μg Prot ± 79,51

vs. Ctrl 99,99 μmol/μg Prot. ± 31,96) (figura 20C) y un aumento significativo de la actividad

enzimática de SOD (p<0,001; hembras Cu 0,021 U/μg Prot ± 0,001 vs. Ctrl 0,006 U/μg Prot ± 0,001 y
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machos Cu 0,018 U/μg Prot ± 0,003 vs. Ctrl 0,005 U/μg Prot ± 0,001) (figura 20D). Es interesante

notar, que todos estos aumentos fueron significativamente mayores en hembras respecto de machos.

También pudimos notar que el tratamiento con NAC fue capaz de atenuar estos efectos, aunque no de

forma completa (NOx: hembras Cu+NAC 1,71 μM/μg Prot ± 0,34 y machos Cu+NAC 1,77 μM/μg Prot ±

0,23; TBARS: hembras Cu+NAC 235 μmol/μg Prot. ± 24,66 y machos Cu+NAC 203 μmol/μg Prot. ±

43,33; SOD: hembras Cu+NAC 0,013 U/μg Prot ± 0,005 y machos Cu+NAC 0,01 U/μg Prot ± 0,003).

Cabe destacar que los niveles de TBARS (hembras Cu+IGF-1 291,25 μmol/μg Prot ± 24,05 y machos

Cu+IGF-1 290, 37 μmol/μg Prot ± 24,49); actividad de SOD (hembras Cu+IGF-1 0,01 U/μg Prot ±

0,0004 y machos Cu+IGF-1 0,0083 U/μg Prot ± 0,0007) y TNF-α (hembras Cu+IGF-1 16,95 UA ± 1,73 y

machos Cu+IGF-1 15,5 UA ± 1,40) fueron significativamente menores (p<0,05) luego del tratamiento

con Cu+RAd-IGF-1 respecto del tratamiento Cu+NAC. Esto último nos hace pensar que el tratamiento

con IGF-1 podría ser más efectivo para combatir el estrés oxidativo producido por el Cu.

Figura 21: Efecto del tratamiento con Cu sobre las proteínas relacionadas con la síntesis de colesterol en ADCH y
ADCM de Ratas Sprague-Dawley. (A) niveles de ARNm de SREBP-2 (B) niveles de ARNm de HMGCR. Los datos se
analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE,*** p<0,001 y **p < 0,01
diferencias significativas respecto del control en el mismo sexo, +++(p<0,001), ++ (p<0,01) y + (p<0,05) diferencias respecto
a Cu en el mismo sexo, & (p<0,05) diferencias entre Cu+NAC e IGF-1+Cu en el mismo sexo y # p<0,05 diferencias
significativas entre hembras y machos luego del mismo tratamiento.

Finalmente, analizamos el efecto del Cu sobre las proteínas relacionadas con la síntesis del

colesterol (figura 21). En estos experimentos pudimos observar que el tratamiento con Cu favoreció de

manera significativa la expresión de SREBP-2 (figura 21A) (p<0,01; hembras Cu 4,99 UA ± 0,65 vs. Ctrl

3,91 UA ± 0,16 y machos Cu 3,88 UA ± 0,46 vs. Ctrl. 0,97 UA ± 0,18) y de HMGCR (figura 21B) (p<0,01;

hembras Cu 14,77 UA ± 0,82 vs. Ctrl 3,98 UA ± 0,17 y machos Cu 9,68 UA ± 0,56 vs. Ctrl. 4,07 UA ± 0,28)

respecto del control. Además observamos que el tratamiento con NAC disminuyó de manera
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significativa la expresión de ambos (SREBP-2 p<0.01; hembras Cu+NAC 4,86 UA ± 0,34 vs. Cu 4,99 UA

± 0,65 y machos Cu+NAC 2,79 UA ± 0.59 vs. Cu 3,88 UA ± 0,46 y HMGCR; p<0,01; hembras Cu+NAC

5,21 UA ± 0,35 vs. Cu 14,77 UA ± 0,82 y machos Cu+NAC 5,4 UA ± 1,95 vs. Cu 9,68 UA ± 0,56), aunque no

de manera completa, observándose aumentos significativos respecto al control (SREBP-2 p<0.05;

hembras Cu 4,86 UA ± 0,34 vs. Ctrl 3,91 UA ± 0,16 y machos Cu 3,89 UA ± Ctrl. 0,97 UA ± 0,18 y HMGCR;

p<0,05; hembras Cu vs. Ctrl 3,98 UA ± 0,17 y machos Cu vs. Ctrl. 4,07 UA ± 0,28). Por otro lado,

nuestros resultados muestran que el tratamiento con RAd-IGF-1+Cu previno de manera más marcada

(p<0.05) los niveles de los mensajeros de HMGCR (hembras Cu+IGF-1 4,89 UA ± 0,32 y machos

Cu+IGF-1 4,44 UA ± 0,44) y de SREBP-2 (hembras Cu+IGF-1 2,05 UA ± 0,12 y machos Cu+IGF-1 2,11 UA ±

0,23) en comparación con el tratamiento Cu + NAC solo en ADCH.

Luego de analizar los efectos del Cu sobre los astrocitos, de observar un aumento del

colesterol y APP en las balsas lipídicas de neuronas expuestas a medio condicionado (ver Figura 18) , y

sabiendo que las VE son clave en la comunicación entre células (ver sección 4.1.3), decidimos

investigar los efectos de las posibles ADEV luego de los tratamientos sobre los cultivos neuronales

(Véase sección 3.4.5.1). Cabe aclarar que el término “posibles” hace referencia a que aún estamos

corroborando, según las recomendaciones internacionales (Téhry et al. 2018), que lo que creemos son

VE realmente lo sean, aunque de ahora en más serán nombradas como VE.

Figura 22: Efecto del tratamiento de VE de medio de cultivo de astrocitos sobre las neuronas. (A) Producción de
ROS neuronal y (B) Viabilidad neuronal luego del tratamiento con las VE provenientes de astrocitos, Los datos se analizaron
por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE, *** (p<0,001), ** (p < 0,01) y *
(p<0,05) diferencias significativas respecto del control con el mismo sexo, ++ (p<0,01) y +( p<0,05) diferencias significativas
respecto del Cu en el mismo sexo, & (p<0,05) diferencias significativas entre Cu+NAC e IGF-1+Cu en el mismo sexo y #
(p<0,05) diferencias significativas entre hembras y machos con el mismo tratamiento.

79

https://docs.google.com/document/u/0/d/1JCL60ynWuUBonP8QVCVW4f-kXyFHNUSW6dw5RZq-K1c/edit


Nuestros resultados muestran una mayor producción de ROS en las neuronas que fueron tratadas

con las VE que provenían del tratamiento con Cu (p<0,01; hembras Cu 556,88 urf ± 34,55 y machos Cu

435,76 urf ± 122,4) respecto a sus controles (hembras Ctrl 111,43 urf ± 18,66 y machos Ctrl 108,66 urf ±

33,56, p<0,05), siendo significativamente mayor en hembras respecto de machos (Figura 22A).

Además, pudimos notar que la generación de ROS disminuye en comparación al Cu cuando las

neuronas eran expuestas a las VE provenientes de los astrocitos tratados con Cu+NAC (p<0,01;

hembras 364,22 urf ± 43,21 y machos 332,21 urf ± 28,65) o IGF-1 + Cu (hembras 201,11 urf ± 32,55 y

machos 197,76 urf ± 22,12), siendo significativamente menor (p<0,05) en este último. Esto demostraría

que IGF-1 sería más efectivo para contrarrestar la formación de ROS que NAC. En cuanto a la viabilidad

celular (Figura 22B), analizamos la muerte por apoptosis marcando las células con Anexina-V (ver

sección 3.5.1.3). Al respecto, observamos que la viabilidad neuronal se ve significativamente reducida

(p<0,01) cuando se trata a estos cultivos con las VE provenientes de los astrocitos tratados con Cu

(hembras 0,67 urf ± 0,06 y machos 0,74 urf ± 0,09) respecto a las VE provenientes de los controles

(hembras 1,68 urf ± 0,38 y machos 1,54 urf ± 0,77). Al exponer a las neuronas con las VE provenientes

de los tratamientos con Cu+NAC (hembras 0,88 urf ± 0,16 y machos 0,93 urf ± 0,32) e IGF-1+Cu

(hembras 0,98 urf ± 0,06 y machos 1,06 urf ± 0,25) observamos que la muerte celular se redujo

significativamente (p<0,05) respecto de los cultivos que se trataron con las VE de astrocitos tratados

con Cu. Aún cuando el tratamiento Cu+NAC e IGF-1 + Cu mantuvo una mayor viabilidad que el

tratamiento con Cu, se observó una muerte celular por apoptosis significativa (p<0,05) respecto al

control. Únicamente se observaron diferencias significativas (p<0,05) en la viabilidad neuronal entre

los cultivos neuronales de machos y hembras cuando se los trató con Cu, el resto de tratamientos no

arrojaron variaciones sustanciales.

4.1.5.2 Astrocitos de Ratones transgénicos APP/PS1

Es importante señalar que, debido a limitaciones en la disponibilidad de crías de ratones

APP/PS1, no pudimos diferenciar entre cultivos de machos y hembras en nuestros experimentos. No

obstante, sería de gran interés considerar esta distinción en investigaciones futuras, ya que la

variabilidad de sexo puede ofrecer perspectivas valiosas sobre los efectos del Cu en este modelo de

EA. Al igual que con los cultivos de astrocitos de ratas, expusimos los cultivos de estas células

provenientes de ratones APP/PS1 o WT a diferentes concentraciones de Cu durante 24 horas (ver
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sección 3.4.1). La concentración de Cu subletal fue de 200 μM y se utilizó en los experimentos

posteriores (Figura 23)

Figura 23: Viabilidad celular. Viabilidad celular

determinada mediante el ensayo de MTT. Los resultados se

analizaron mediante ANOVA y la prueba de comparaciones

múltiples de Bonferroni y expresaron el porcentaje medio ±

DE respecto del control (n= 8 para cada concentración

utilizada). Las diferencias estadísticas respecto el control se

indican como *** p < 0,01.

Inicialmente analizamos los efectos del Cu (200 μM)/24 horas sobre la generación de ROS en el

modelo modelo murino de EA y WT. Los datos revelaron que los astrocitos provenientes de los

ratones transgénicos APP/PS1 generaron más ROS que los WT después del tratamiento con Cu

(p<0,01; APP/PS1 286,33 urf ± 22,45 vs. WT 201,11 urf ± 31,21) (figura 24).

Figura 24: Efecto del tratamiento

con Cu sobre la producción de ROS

en astrocitos de Ratones WT y

APP/PS1. Niveles de ROS (n=8). Los

datos se analizaron por ANOVA de

dos vías seguido de post test de

Bonferroni y se expresan media ± DE,

*** p < 0,001 y ** p<0,01 diferencias

significativas respecto de los

controles en misma cepa de ratón,

+++ (p<0,001) y ++ (p<0.01) diferencias

respecto al Cu en la misma cepa de

ratón, & (p<0,05) diferencia significativa entre Cu+GSH y Cu+MitoQ en la misma cepa de ratón y # diferencias significativas

entre distintas cepas de ratones con el mismo tratamiento (APP/PS1 vs WT).

A su vez, observamos que al tratar los astrocitos con Cu+GSH disminuyó significativamente la

formación de ROS con respecto a los tratamientos con Cu solo (p<0,01; APP/PS1 Cu+GSH 198,76 urf ±

17,76 vs Cu 286,33 urf ± 22,45 y WT Cu+GSH 128,68 urf ± 18,13 vs. 201,11 urf ± 31,21). Nuevamente,

observamos una mayor producción de ROS en los APP/PS1 respecto de los WT aún con el agregado
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del antioxidante GSH. Para poder analizar la contribución de la formación de ROS mitocondrial se

incubaron las células con el antioxidante mitocondrial mitoQ. Es interesante notar que luego de este

tratamiento no observamos diferencias significativas en la producción de ROS con respecto al control

(APP/PS1 CuMitoQ 107,55 urf ± 33,22 vs. Ctrl 99,76 urf ± 13,23 y WT CuMitoQ 103,67 urf ± 47,76 vs.

97,87 urf ± 36,87) ni entre APP/PS1 y WT. Esto significa que los antioxidantes fueron efectivos ya que

disminuyeron significativamente (Cu+GSH p<0,01 y Cu+MitoQ p<0,01) respecto del Cu. Podemos

concluir entonces, que la producción de ROS que observamos en estos cultivos es producida

principalmente por la mitocondria.

Teniendo en cuenta que existe una producción de ROS aumentada en los astrocitos que fueron

tratados con Cu y que dicha producción de especies reactivas puede tener relación con estrés de RE,

decidimos evaluar una posible activación de las distintas vías de señalización UPR ligadas a dicho

estrés. Para ello, evaluamos por la técnica de Western Blot los niveles de las proteínas eIF2-α,

BIP/GRP78 y CHOP, las cuales se sabe activan la vía UPR (Ver vía en la

figura 9).

Figura 25: Efecto del tratamiento con Cu sobre el estrés de RE en astrocitos de RatonesWT y APP/PS1. (A) Niveles

de la proteína BIP/GRP78 (B) Niveles de la proteína eIF2-α y (C) Niveles de la proteína CHOP. Los datos se analizaron por

ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y expresan media ± DE, *** p < 0,001, ** p<0,01 y * p<0,05

diferencias significativas respecto del control en la misma cepa de ratón, ++ (p<0.01) y + (p<0,05) diferencias respecto al Cu

en la misma cepa de ratón y # (p<0,05) diferencias significativas APP/PS1 vs WT con el mismo tratamiento. Cada banda

presente en el western blot mantiene el mismo orden secuencial que las barras del histograma.
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En relación con esto, observamos un aumento significativo (p<0,01; APP/PS1 1,47 UA ± 0,29 y

p<0,01; WT 1,15 UA ± 0,07) de BIP/GRP78, a las 3 horas de tratamiento con Cu respecto al control

(APP/PS1 Ctrl. 0,95 UA ±0,24 y WT Ctrl. 0,62 UA ± 0,26). Cabe destacar que hubo una disminución de

BIP/GRP78, respecto a los tratamientos con Cu, cuando incubamos a los astrocitos con Cu+GSH

(p<0,05; APP/PS1 1,14 UA ± 0,16 y WT 0,99 UA ± 0,105).

Por su parte, también evaluamos la fosforilación de eIF2-α observando un aumento

significativo (p<0,001) de la misma en los astrocitos que fueron incubados con Cu (APP/PS1 2,64 UA ±

0,092 y WT Cu 2,27 UA ± 0,122) respecto del control (APP/PS1 Ctrl. 1,12 UA ± 0,06 y WT 1,11 UA ± 0,06).

Cuando los astrocitos se incubaron con Cu+GSH se observó un aumento significativo (p<0,05) de esta

fosforilación sólo en los cultivos provenientes de APP/PS1 respecto de los WT (p<0,05; APP/PS1 1,64

UA ± 0,07 vs. WT 1,15 UA ± 0,124).

Finalmente, medimos los niveles de la proteína CHOP y observamos un aumento significativo

(p<0,01) en los astrocitos tratados con Cu (APP/PS1 1,64 UA ± 0,23 y WT Cu 1,14 UA ± 0,08) respecto al

control (APP/PS1 0,87 UA ± 0,13 y WT Cu 0,54 UA ± 0,15), siendo esta diferencia mucho más marcada

(p<0,05) en astrocitos APP/PS1 respecto a los astrocitos WT.

A B

Figura 26: Niveles de colesterol y GSH mitocondrial. Niveles de colesterol (A) y GSH (B) mitocondriales. Los datos se

analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE, *** p < 0,001 y **p<0,01

diferencias significativas respecto del control en la misma cepa de ratón; +++ (p<0,001) y ++ (p<0.01) diferencias respecto al

Cu en la misma cepa de ratón, y # (p<0,05) diferencias significativas APP/PS1 vs WT con el mismo tratamiento.
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Además, se analizaron los niveles de colesterol mitocondrial observándose un aumento

significativo del mismo tras el tratamiento con Cu (APP/PS1 Cu 12,33 ± 2,28 vs. Ctrl 6,44 μg/mL ± 1,34

y WT 9,85 μg/mL ± 2,21 vs. Ctrl 5,22 μg/mL ± 1,28) (figura 26A). Este aumento fue significativamente

mayor (p<0,05) en APP/PS1 respecto WT.

Por otro lado, vimos una reducción significativa en los niveles de mGSH luego del tratamiento

con Cu (APP/PS1 Cu 0,69 μM ± 0,12 vs. Ctrl 1,47 μM ± 0,33 y WT Cu 1,18 μM ± 0,56 vs. Ctrl 1,72 μM ±

0,43) (figura 26B). Es relevante señalar que estos descubrimientos en la reducción de mGSH son

considerablemente más marcados en los cultivos de ratones APP/PS1 (Cu 0,69 μM ± 0,12) en

comparación con los ratones WT (Cu 1,18 μM ± 0,56). En tanto los niveles de colesterol mitocondrial

disminuyeron significativamente cuando se trató a los cultivos con GSH (p<0,0; Cu+GSH APP/PS1 7,66

μg/mL ± 1,33 vs. Cu 12,77 μg/mL ± 1,65 y p<0,01 WT Cu+GSH 7,32 μg/mL ± 1,85 vs. Cu 9,03 μg/mL ±

1,17) dirigidos a la mitocondria observándose una mayor recuperación de los niveles de colesterol en el

tratamiento con MitoQ en astrocitos APP/PS1 (5,76 μg/mL ± 1,07) respecto de los astrocitos WT (8,73

μg/mL ± 1,78).

Para corroborar si nuestro tratamiento aumentaba los niveles de colesterol de manera directa,

analizamos la expresión (figura 27) y los niveles proteicos (figura 28) de algunas de las proteínas

relacionadas con la regulación de la síntesis y transporte del mismo. Observamos que el Cu favoreció

el aumento de la expresión de Srebf-2 (APP/PS1 6,11 UA ± 1,22 y WT 3,56 UA ± 1,26), Hmgcr (APP/PS1

6,23 UA ± 1,94 y WT 5,86 UA ± 1,03) y Ldlr (APP/PS1 5,66 UA ±0,76 y WT 4,43 UA ± 0,88) respecto al

control Srebf-2 (APP/PS1 0,51 UA ± 0,12 y WT 0,56 UA ± 0,13), Hmgcr (APP/PS1 1,14 UA ± 0,24 y WT 1,10

UA ± 0,23) y Ldlr (APP/PS1 0,67 UA ±0,47 y WT 1,14 UA ± 0,12) . De la misma manera promovió un

aumento de esas proteínas, siendo significativamente mayores en los cultivos de APP/PS1 (HMGCR:

9,13 UA ±2,22; LDLR: 7,75 UA ± 1,02; ABCA-1: 3,24 UA ± 0,58) respecto de los WT (HMGCR: 7,01 UA ±1,61;

LDLR: 5,86 UA ± 1,33; ABCA-1: 2,54 UA ± 0,89) (figura 28).
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Figura 27: Expresión de Srebp-2, Hmgcr y Ldlr. Se midieron los niveles de ARNm de (A) SREBP-2, (B) HMGCR y (C)

LDLR. Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE, *** p <

0,001 y ** (p<0,01) diferencias significativas respecto del control en la misma cepa de ratón, ++ (p<0.01) y + (p<0,05)

diferencias respecto al Cu en la misma cepa de ratón, y # (p<0,05) ò ## p<0,01) diferencias significativas APP/PS1 vs WT

con el mismo tratamiento.
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Figura 28: Niveles proteína de HMGCR, LDLR y ABCA-1. (A) HMGCR, (B) LDLR y (C) ABCA-1. Los datos se analizaron por

ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y se expresan media ± DE, *** p < 0,001 y ** p<0,01 diferencias

significativas respecto del control, + (p<0,05), ++ (p<0.01) y +++ (p<0,001) diferencias respecto al Cu en misma cepa de ratón

y # diferencias significativas APP/PS1 vs WT con el mismo tratamiento. Cada banda presente en el western blot mantiene

el mismo orden secuencial que las barras del histograma.
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Finalmente, obtuvimos imágenes del colesterol celular por la sonda fluorescente Filipina III y

SYTOX Green (figura 29A) para marcar núcleos. En las imágenes confocales se observó un aumento

significativo (p<0,01) del colesterol en los tratamientos con Cu tanto en APP/PS1 como en los ratones

WT, siendo mayor (p<0,05) en los ratones APP/PS1. Cuando tratamos con Cu+GSH el nivel de

colesterol se vió disminuído respecto al Cu (p<0,05) pero no alcanzó a restaurar los niveles de

colesterol de sus respectivos controles.

Figura 29: Niveles de colesterol celular. (A)

Colesterol analizado por inmunofluorescencia con

Filipina III y (B) Niveles de colesterol determinados

con el kit comercial Amplex Red. Los datos se

analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post

test de Bonferroni y se expresaron media ± DE, *** p

< 0,001 y ** p<0,01 diferencias significativas respecto

del control en la misma cepa de ratón, ++ (p<0.01)

diferencias respecto al Cu misma cepa de ratón, y #

(p<0,05) diferencias significativas APP/PS1 vs WT con

el mismo tratamiento.
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Para confirmar esto, analizamos los niveles de colesterol celular total utilizando el kit AMPLEX

RED® (figura 29B). Observamos que el tratamiento con Cu aumentó de manera significativa (p<0,01)

los niveles de colesterol celular (APP/PS1 Cu 56,72 μg/mL ± 8,65 vs. Ctrl 21,33 μg/mL ± 11,02 y WT Cu

38,89 μg/mL ± 18,31 vs. Ctrl 19,83 μg/mL ± 9,97) y que dicho aumento fue, a su vez,

significativamente mayor (p<0,05) en los astrocitos provenientes de ratones APP/PS1 respecto a los

astrocitos provenientes de ratones WT. A su vez, observamos que el tratamiento de Cu combinado con

GSH disminuyó significativamente (p<0,05) los niveles de colesterol celular pero no alcanzó a

restablecer los niveles de colesterol de los controles (APP/PS1 Cu+GSH 31,76 μg/mL ± 7,66 y WT

Cu+GSH 27,85 μg/mL ± 5,54). No se observaron diferencias significativas entre WT y APP en los

tratamientos Cu+GSH.
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4.2.MICROGLIA
___________________________________________________________________________________

En este capítulo se expondrán los resultados asociados al estudio de microglia en cultivos ya

establecidos. A pesar de haberse introducido el tema en la introducción general, a continuación se

proporcionan elementos esenciales para comprender en detalle los resultados presentados.

4.2.1 Microglia en la homeostasis cerebral

Las células de la microglía son indispensables para el desarrollo normal del cerebro ya que

liberan factores tróficos que apoyan la formación de circuitos neuronales y promueven su

supervivencia (Block et al. 2007). La mayor parte de la evidencia sugiere que la absorción y limpieza

de los desechos son funciones clave de la microglía para mantener la homeostasis cerebral, así como

para disminuir la inflamación y promover la reparación tisular (Stence et al. 2001). El receptor de

activación microglial expresado en células mieloides 2 (TREM2) es necesario para la fagocitosis de

una variedad de sustratos por parte de la microglìa, incluidas las neuronas apoptóticas, sinapsis

aberrantes (Paolicelli et al. 2011) y otros componentes como lipoproteínas y Aβ (Takahashi et al.

2005; N'Diaye et al. 2009; Kleinberger et al. 2014; Atagi et al. 2015; Yeh et al. 2016). La transición de

microglía homeostática a microglía reactiva depende, en parte, de la expresión de este receptor y de

la respuesta desencadenada por el mismo (Keren-Shaul et al. 2017). Las células dañadas y las

sinapsis no deseadas exponen a la fosfatidilserina (PS) en su superficie como una señal de

"cómeme". De esta manera la PS se une a los receptores fagocíticos que ayudan a acoplar la carga

extracelular en la membrana del fagocito (paso 1: reconocimiento figura 30) (Sierra et al. 2013). El

reconocimiento específico de macromoléculas y receptores inicia el reordenamiento del

citoesqueleto asociado con la actina que conduce a la formación de copas fagocíticas y el

engullimiento (paso 2: engullimiento figura 30). El material internalizado llega a un fagosoma que

madura y se fusiona con endosomas tempranos, endosomas tardíos y lisosomas, formando un

fagolisosoma (Sierra et al. 2013). Los lisosomas contienen baterías de hidrolasas ácidas y catepsinas

que aseguran la degradación (paso 3: digestión figura 30). A esto le sigue la activación de factores de
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transcripción que mejoran la eliminación de lípidos, revierten el transporte de colesterol y liberan

mediadores antiinflamatorios (paso 4: respuesta figura 30) (Doran et al. 2020). Los endosomas

tempranos están involucrados en la progresión de la endocitosis mediada por clatrina que emplea

receptores de superficie que se unen a la carga extracelular concentrada en las membranas

plasmáticas por fosas recubiertas de clatrina (Solé-Domènech et al. ;2016; Mettlen et al. 2018). El

material del endosoma temprano se recicla de nuevo en la membrana plasmática o se fusiona con

endosomas/lisosomas tardíos. Desde estos últimos compartimentos, el material puede

transportarse a la red trans -Golgi (TGN) para su posterior clasificación.

Figura 30: Proceso complejo de reconocimiento, absorción, digestión y respuesta microglial. En la figura se

muestran los pasos de reconocimiento de señales de “comeme” seguido de engullimiento y formación de fagolisosoma.

(Adaptada de Podleśny-Drabiniok et al. 2020)

4.2.2 Microglia reactiva y EA

En la EA algunos procesos y ramificaciones microgliales se vuelven estáticos y muestran una

asociación estable con las placas β-amiloides durante días o semanas, estando TREM2 y la

fosfotirosina concentrados en los procesos adyacentes a las mismas (Condello et al. 2015; Yuan et al.

2016).
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Figura 31: Representación de las actividades celulares microgliales relacionadas con la patología β-amiloide. El

lado izquierdo ilustra las actividades microgliales protectoras que limitan la progresión de la enfermedad. La microglía

puede eliminar los péptidos Aβ a través de macropinocitosis de Aβ soluble, captación de Aβ asociado a lipoproteínas o

fagocitosis de agregados de Aβ fibrilares. La microglía también ayuda a acorralar depósitos más grandes de Aβ en las

placas, lo que minimiza el daño al neuropilo adyacente. El lado derecho ilustra estados de enfermedad cuando los

mecanismos de contención microgliales son defectuosos o superados. Las fibrillas de Aβ en las afueras de la placa

actúan como sustrato para la fibrilación adicional de Aβ y como reservorio de especies de Aβ tóxicas que inducen

distrofia neurítica. La microglía puede secretar factores que activan los astrocitos y participan en la pérdida de sinapsis

dependiente de amiloide. (Adaptada de Hansen et al. 2018).

Cierta evidencia sugiere que la microglía forma una barrera protectora alrededor de los

depósitos Aβ (Figura 31), compactando las fibrillas amiloides en una forma potencialmente menos

tóxica, previniendo la acumulación de Aβ nuevo en las placas existentes y reduciendo la distrofia

axonal en el neuropilo cercano (Condello et al. 2015). Estas funciones protectoras de "acorralamiento"

ocurren más fácilmente con las placas pequeñas en etapa temprana y parecen comprometidas en

ratones que carecen de una o ambas copias del gen Trem2, así como en tejidos de pacientes con EA

portadores de la variante TREM2 R47H (Condello et al. 2015 ; Wang et al. 2016 Yuan et al. 2016). A su

vez, se sabe que es probable que exista un halo de Aβ oligomérico soluble (la forma que

actualmente se piensa que ejerce los efectos más tóxicos sobre las neuronas) alrededor de las placas
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Aβ (Querol-Vilaseca et al. 2019). Por lo tanto, la compactación de Aβ protofibrilar en una placa de

núcleo denso, que requiere ApoE y es promovida por TREM2 (Bales et al. 1997 , 1999 ; Bien-Ly et al.

2012 ; Wang et al. 2016 ; Yuan et al. 2016), podría ser un mecanismo de protección que limita la

neurotoxicidad de los depósitos de Aβ en el cerebro que envejece.

4.2.2.1 El papel de TREM2 y ApoE

La microglía se acumula en las placas seniles de pacientes con EA y en modelos animales de

EA (McGeer et al. 1987; Perlmutter et al. 1990; Frautschy et al. 1998). Las lesiones o estímulos

inflamatorios inducen a la microglía a transformarse de una forma ramificada a una ameboidea, la

cual refleja un estado altamente activado asociado con la fagocitosis y la función proinflamatoria.

Recientemente, se ha reconocido el papel de TREM2 en la activación de la respuesta inmunitaria y la

neuroinflamación (Haure-Mirande et al. 2022; Yang et al. 2021). TREM2 interactúa preferentemente

con los oligómeros formados por las variantes de Aβ fosforiladas, las cuales de esta manera son

captadas y fagocitadas por la microglía (Joshi et al. 2021) Los ligandos extracelulares de TREM2

también incluyen una variedad de fosfolípidos, glicolípidos, lipoproteínas (p. ej. LDL) y células

apoptóticas (Atagi et al. 2015 ; Bailey et al. 2015 ; Poliani et al. 2015 ; Wang et al. 2015; Yeh et al. 2016).

En particular, TREM2 se une a las apolipoproteínas apoE y a clusterina (CLU), que a su vez están

codificadas por genes que poseen variantes cuya presencia aumentaría el riesgo de desarrollar EA

(Atagi et al. 2015 ; Bailey et al. 2015 ; Yeh et al. 2016). TREM2 se expresa de forma constitutiva en la

microglía, pero su expresión aumenta después del inicio de la formación de las placas de amiloide

(Jay et al. 2015).

Las Moléculas Asociadas al Daño (DAM) producen altos niveles de ApoE en personas con EA y

en modelos murinos de EA (Figura 31), siendo esta producción, en parte, dependiente de TREM2

(Keren-Shaul et al. 2017; Krasemann et al. 2017). En el cerebro ApoE es producida principalmente

por los astrocitos y, en ciertas circunstancias como neurodegeneración y/o inflamación, por la

microglía; y es lipidada por la proteína transportadora ABCA-1 (Chen et al. 2020a). La apolipoproteína

ApoE secretada por las células de la microglía es un componente importante de las placas Aβ, y

también promueve su compactación. En varios estudios se vio que ApoE aumenta la cantidad de

oligómeros de Aβ en distintos grados, que dependen de la isoforma de la siguiente manera: ApoE4>
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ApoE3> ApoE2. A su vez, esto se relaciona con los niveles de eliminación de Aβ, los cuales en

consecuencia también dependen de la isoforma de la siguiente manera: ApoE2> ApoE3> ApoE4

(Najm et al. 2019). En esta misma línea, evidencia previa demuestra que la presencia de ApoE en

asociación a las placas Aβ se redujo notablemente en ratones Trem2 -/- y en un modelo genético

de ablación microglial (Parhizkar et al. 2019).

4.2.2.2 Activación del inflamasoma

El inflamasoma es un complejo multiproteico clave en la respuesta inmune innata y funciona

como plataforma de señalización para detectar patrones moleculares asociados con patógenos y

asociados con daños tisulares (PAMP y DAMP, respectivamente) (Martinon et al. 2002; Zheng et al.

2020). Clásicamente comprenden un receptor tipo NOD (NLR) que actúa como sensor, como por

ejemplo NLRP3 y NLRP1, la proteína adaptadora asociada a la apoptosis que contiene un CARD (ASC,

también conocida como PYCARD y la proteína catalítica caspasa- 1 (CASP1) (Zheng et al. 2020).

En particular, se ha informado que la activación del inflamasoma vía el receptor de NLRP3

tiene lugar en dos pasos: primero, el cebado que estimula la expresión de los componentes del

inflamasoma y las proformas de citoquinas, y luego, la señal activadora requerida para inducir el

ensamblaje del inflamasoma (Zheng et al. 2020). Una vez ensamblado, el complejo funcional activa a

CASP1, que regula la maduración de las citocinas proinflamatorias IL-1β e IL-18 (He et al. 2015b; Shi et

al. 2015). Además, la caspasa-1 activada también escinde la gasdermina D (GSDMD) y libera su

dominio N-terminal, que se transfiere a la membrana celular y forma poros, mediando la liberación

de contenidos celulares, incluidas las citoquinas inflamatorias, e induciendo la muerte celular

inflamatoria conocida como piroptosis (Krasemann et al. 2017; Deczkowska et al. 2018; Martinon et al.

2002). Estudios anteriores de Zhou y col informaron que el bloqueo de mitofagia/autofagia conduce

a la acumulación de mitocondrias dañadas, generadoras de ROS, y esto a su vez activa el

inflamasoma NLRP3 (Zhou et al. 2011b).

En la EA, se ha demostrado que la activación del inflamasoma NLRP3 contribuye a la

progresión de la patología al disminuir la capacidad fagocítica de la microglía (Heneka et al. 2013;

Halle et al. 2008). El inflamasoma NLRP3 es activado no sólo por agregados fibrilares de Aβ, sino

también por oligómeros, por protofibrillas de Aβ de bajo peso molecular (Friker et al. 2020;Nakanishi
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et al. 2018) y por tau monomérico/oligomérico (Ising et al. 2019). Además, el estrés oxidativo

generado por Aβ también puede activar el inflamasoma (Nakanishi et al. 2018).

Se ha encontrado que la alta expresión de los genes de NLRP3 y caspasa-1 conduce a la

formación de lesiones de envejecimiento en los cerebros de ratones transgénicos APP/PS1 (Furman

et al. 2017). En ratones knockout para NLRP3, se redujo la formación de los depósitos Aβ y se mejoró

la memoria espacial (Wu et al. 2017).

Por otro lado, la activación del inflamasoma NLRP3 puede reducir la fagocitosis de la microglía

sobre Aβ, aumentando así la formación de depósitos Aβ y promoviendo la aparición y el desarrollo

de EA (Lučiūnaitė et al. 2020). La microglía puede engullir los agregados Aβ y secretar moléculas

químicamente proinflamatorias o responder al péptido Aβ activando el inflamasoma, (Tschopp &

Schroder 2010). El depósito de Aβ y la activación del inflamasoma NLRP3 pueden retroalimentarse

ya que Aβ activa el inflamasoma vía NLRP3 y este último, activado, puede inducir la activación de un

fenotipo proinflamatorio de la microglía y dar como resultado el depósito de Aβ y un mayor deterioro

cognitivo en modelos de ratones con EA (Cherry et al. 2014).

4.2.2.3 Microglia y colesterol

Como ya se mencionó previamente, una de las funciones principales de la microglía es

eliminar los desechos y otras moléculas citotóxicas en un esfuerzo constante por mantener un

entorno homeostático (Nimmerjahn et al. 2005; Colonna & Butovsky 2017). Cuando la microglía no

cumple con esta función esencial, pueden ocurrir una serie de efectos posteriores que llevarían al

desarrollo de enfermedades. Por ejemplo, si las células de la microglía tienen un fenotipo fagocítico

defectuoso debido a una sobrecarga de lípidos se puede promover la activación microglial crónica y

autosostenida (Marschallinger et al. 2020; Colombo et al. 2021; Duong et al. 2021). La inflamación

sostenida empuja aún más a la microglía a un estado de hiperactividad, lo que crea una

retroalimentación que exacerba la neuroinflamación y daña la integridad de la barrera

hematoencefálica (Hanisch & Kettenmann 2007).

Además, el aumento de colesterol puede derivar en un aumento de oxiesteroles (metabolitos

derivados de la oxidación de esta molécula), cuya acumulación puede generar un entorno

proinflamatorio para la microglía (Gamba et al. 2015). En este sentido, se demostró que el
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tratamiento de líneas celulares de microglía con 27-hidroxicolesterol induce la acumulación de ROS y

la posterior activación de IL-6 (proinflamatoria) (Liu et al. 2017). A su vez, un aumento de ROS

incrementa la proporción de esteroles de origen no enzimático y promueve un estado crónico de

microglia reactiva (Simpson & Oliver 2020).

Otra forma en que el colesterol puede afectar negativamente la función de la microglía es a

través de mecanismos que involucran proteínas de membrana (Račková et al. 2013). El

enriquecimiento con colesterol en las membranas plasmáticas potencia la formación de balsas

lipídicas, como ya he descrito anteriormente, lo que aumenta la proximidad física de las proteínas

asociadas a las balsas. En relación con esto, existe evidencia que demuestra que en un entorno de

membrana con alto contenido de colesterol, los monómeros de los receptores tipo Toll están muy

cerca unos de otros, lo que permite la formación de dímeros de receptores tipo Toll. Esta

dimerización promueve una señalización proinflamatoria en respuesta a ciertos agentes, como por

ejemplo LPS (Ciesielska et al. 2021). Además, se ha demostrado que una dieta rica en colesterol (3 %

de colesterol) induce un perfil proinflamatorio en modelos de microglía de roedores mediante la

activación del inflamasoma, donde las citocinas antiinflamatorias también se secretan como parte de

la respuesta, pero el resultado final es una BHE dañada (Chen et al. 2018).

4.2.2.4 Microglía en el contexto de homeostasis aberrante del Cu

Hu y col informaron que dosis sub-neurotóxicas de Cu(II) desencadenan la señalización

mitocondrial de ROS—NF-κB en modelos de roedores, lo que conduce a los efectos nocivos

previamente mencionados mediados por las células de la microglía (Hu et al. 2014). De acuerdo con

esto, otro grupo de investigación sugirió que concentraciones sub letales del complejo Cu(II)-Aβ

provocan cambios en el fenotipo de la microglia con una liberación simultánea de TNF-α y NO (Hu et

al. 2014; Venneti et al. 2009). Además, Kitazawa y col han informado que la exposición al Cu puede

reducir fuertemente la eliminación fagocítica de Aβ y agravar la liberación de citoquinas

proinflamatorias inducida por Aβ (IL-1β, TNF-α e IL-6) (Kitazawa et al. 2016). A su vez, observaron un

fuerte impacto en la reducción de la expresión del receptor de lipoproteínas LRP1 debido a la

presencia de Cu, así como un deterioro en la activación fagocítica microglial provocando la

acumulación patológica de Aβ en el cerebro ( Kitazawa et al. 2016).
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4.2.3 Objetivos

1. Analizar los niveles de colesterol (total, libre y esterificado) en cultivos celulares de microglia.

Estudiar los niveles del factor de transcripción SREBP-2 , transportadores de la familia ABC (ABCA-1)

y el receptor de LDL.

2. Evaluar la generación de estrés oxidativo por medio de niveles de ROS. Estudiar la posible

interacción sinérgica entre una sobrecarga de Cu y la respuesta inflamatoria inducida por Aβ sobre

el estrés oxidativo mitocondrial.

3. Investigar la respuesta inflamatoria de la microglia midiendo la expresión interleuquinas

proinflamatorias (IL-1β y TNFα) y la activación del inflamasoma vía NLRP3.

4.2.4 Resultados

Siendo el objetivo evaluar el efecto del Cu sobre los mecanismos bioquímico-moleculares

subyacentes a la respuesta inflamatoria y la posible interacción del Cu con Aβ analizamos la

viabilidad celular a diferentes concentraciones tanto de Cu durante 24 horas en presencia y ausencia

de Aβ (Figura 32). Observamos que el tratamiento Cu 200 μM + Aβ generó una disminución

significativa de la viabilidad en un 50 % (p<0,01) respecto al agregado de Cu 200 μM solo. Sin

embargo, el Cu solo (200 μM) no generó cambios significativos en la viabilidad celular respecto del

control.

Figura 32: Viabilidad celular. Viabilidad

celular determinada mediante el ensayo de

MTT. Los resultados se calcularon utilizando

ANOVA y la prueba de comparaciones

múltiples de Dunnett y expresaron el

porcentaje medio ± DE respecto del control

(n= 6 para cada concentración utilizada). Las

diferencias estadísticas con respecto al

control (sin agregado de Cu) se indican como

** p < 0,01.
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Por lo expuesto anteriormente, elegimos concentraciones de trabajo sub-tóxicas de 50, 100 y 200

μM de Cu para usar en los experimentos posteriores.

En una primera instancia, se analizó la concentración de ROS generado en las células luego

de 24 horas de exposición a 100 y 200 μM de Cu, con y sin el agregado de Aβ (1 μM). Los niveles de

ROS se analizaron por fluorometría, incubando con con la sonda DHE. Nuestros resultados muestran

que tanto la exposición a Cu 100 μM como Cu 200 μM aumentaron significativamente los niveles de

ROS respecto del control (Cu 100 μM: 277 urf ± 49,2 y Cu 200 μM: 339 urf ± 108,7 vs. Ctrl 104,7 urf ±

33,8) (p< 0,05). Por otro lado, observamos mayores niveles de ROS luego del tratamiento combinado

de Cu 200 μM y Aβ (p<0,05; 763 urf ±37) respecto a Cu 200 μM solo. (578 urf ± 81). (Figura 33A).

Figura 33: Efecto del tratamiento con Cu sobre la

producción de ROS. (A) Niveles de ROS en cultivos tratados

con Cu (100 μM y 200 μM) ± GSH ± Aβ. TBH: control (+) de

generación de ROS. (B) Niveles de ROS en cultivos tratados con

Cu (100 μM y 200 μM) ± MitoQ o MitoTEMPO. Los datos se

analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de

Bonferroni y expresan la media ± DE, (n=6), las diferencias

significativas fueron expresadas como: *** p<0,001, ** p < 0,01 y

* p<0,05 diferencias significativas respecto del control, +

(p<0,05) y ++ (p<0,01) diferencia entre Cu y Cu+GSH o Cu+MitoQ

a la misma concentración de Cu, & (p<0,05) diferencias entre
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Cu:100 μM y Cu:200 μM tatados sólo con Cu, y # (p<0,05) diferencias significativas Cu (200 μM) vs CuAβ.

Además, observamos que el aumento de ROS se prevenía tanto con el tratamiento con éster de GSH

(GSH + 100 μM Cu: 125 urf ± 17,3 y GSH+ 200 μM Cu: 162,4 urf ± 89,1), así como con los antioxidantes

mitocondriales MitoTEMPO (MitoTEMPO + 100 μM Cu: 127 urf ± 34,2 y MitoTEMPO + 200 μM Cu: 112,8

urf ± 9,8) y MitoQ (MitoQ + 100 μM Cu: 142,1 urf ± 26,2 y MitoQ + 200 μM Cu: 142,8 urf ± 28,2). Esto

último sugiere que la mitocondria participaría

también en la generación de ROS mediado por Cu.

Figura 34: Efecto del tratamiento con Cu sobre los niveles

de GSH mitocondrial. Los niveles de GSH se midieron

utilizando el kit GSH/GSSH. Los datos se analizaron por

ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y

expresan la media ± DE, (n=6), las diferencias significativas

fueron expresadas como *** p < 0,01 diferencias significativas

respecto del control, + (p<0,05) diferencias entre

pre-incubaciòn con GSH (+GSH) y sin pre-incubaciòn con GSH

(-GSH)

Nuestros resultados revelaron una disminución significativa en los niveles de GSH mitocondrial

(mGSH) con el tratamiento con Cu (100 μM) ± GSH (p<0,01; Cu 0,76 μM ± 0,08 y Cu+GSH 1,22 μM

±0,13) (Figura 34). Confirmamos que los co-tratamiento con éster de GSH mejoraron parcialmente

los niveles de mGSH en las células tratadas con Cu respecto del control.

A su vez, analizamos la posible regulación de la biosíntesis del colesterol mediada por el Cu y

Cu ± Aβ y el consiguiente aumento de los niveles de colesterol mitocondrial. En la figura 35

evaluamos el efecto del Cu sobre la expresión de las proteínas Srebp-2 (figura 35A), y Hmgcr (figura

35B) relacionadas con la regulación de la síntesis de colesterol. Nuestros resultados muestran un

aumento significativo respecto del control de la expresión de las mismas tanto luego del tratamiento

con Cu (100 μM) (Srebp-2: Cu 3,08 UA ± 0,55 vs Ctrl 1,02 UA± 0,02; Hmgcr: Cu 4,3 UA ± 0,37 vs Ctrl

1.04 UA ± 0,03; ApoE: Cu 6,75 UA ± 0,46 vs Ctrl 1.11 UA ± 0,03) como con Cu± Aβ (Srebp-2: Cu+Aβ 3,25

UA ± 1,14 vs Ctrl 1,02 UA ± 0,02; Hmgcr: Cu+Aβ 4,2 UA ± 0,42 vs Ctrl 1.04 UA ± 0,03) (Figura 35).
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También se observó un aumento del ARNm de ApoE (Ctrl 1,19 UA ± 0,03; Cu 6,97 UA ± 0,054;Cu+Aβ

9,94 UA ± 0,431) (Figura 35C), proteína relacionada con el transporte de colesterol.

Figura 35: Efectos del Cu sobre niveles de ARNm de

Srebp-2, Hmgcr y ApoE. Niveles de ARNm de (A) srebp2, (B)

hmgcr y (C) ApoE, analizados mediante Selfie-PCR. Los

datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post

test de Bonferroni y expresan la media ± DE, (n=6). Las

diferencias significativas en comparación con el control se

indican como * (p<0,05) y ** (p<0,01), como ++ (p<0,01) en

comparación con el Cu, y # (p<0,05) en comparación con los

valores de Cu vs. Cu+Aβ.

También analizamos los niveles de proteína de la enzima HMGCR observando un aumento

significativo respecto del control luego del tratamiento de Cu (p<0,01) y Cu+Aβ (p<0,01) (Cu 1,434 UA

± 0,315; Cu+Aβ 1,684 UA ± 0,228; Cu+GSH 0,712 UA ± 0,112; Cu+Aβ+GSH 0,921 UA ± 0,213) (figura 36A).

Por otro lado, evaluamos los niveles de colesterol total (figura 36B) a partir del homogenato celular y

los niveles de colesterol mitocondrial a partir de mitocondrias aisladas (sección 3.4.11). Observamos
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que el tratamiento con Cu incrementó los niveles de colesterol total (Cu 14,3 μg/mL ± 0,72 vs. Ctrl

7,85g/mL ± 0,23) y mitocondrial 8,36 μg/mL ±1,09 vs. Ctrl 6,13 μg/mL ±1,12) en concordancia con

una tendencia a aumentar el colesterol libre (figura 36C).

Figura 36: Efectos del Cu sobre los niveles de la proteína HMGCR y del colesterol celular y mitocondrial. (A)

Niveles de proteína HMGCR, (B) Niveles de colesterol celular y (C) Niveles de colesterol mitocondrial. Los niveles del

colesterol se midieron con el KIt AMplex Red. Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de

Bonferroni y expresan la media ± DE, (n=6). Las diferencias estadísticas en comparación con el control se indican como *
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(p<0,05), ** (p<0,01) y *** (p<0,001), como ++ (p<0,01) en comparación con los valores de Cu, y # (p<0,05) entre los

valores de Cu vs. Cu+Aβ.

Figura 37: Expresión de Il-1β y Nlrp3. La expresión de (A) Nlrp3 y (B) IL-1β se determinó mediante Selfie-PCR . Los

datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y expresan la media ± DE, (n=6). Las

diferencias estadísticas respecto del control se indican con * (p<0,05) y *** (p<0,01), como ++ (p<0,01) respecto a Cu, y #

(p<0,05) respecto a Aβ (n=6).

En la figura 37 analizamos la expresión de il-1β y Nlrp3, dos proteínas que se ven

aumentadas cuando hay activación del inflamasoma. El tratamiento con Cu (100 μM) indujo la

expresión de Nlrp3 (figura 37A) (Ctrl 1.02 UA ± 0,22; Cu 1,79 UA ± 0,99; Cu+Aβ 2,47 UA ± 0,86) y de

Il-1β (Figura 37B) (Ctrl 1,01 UA ± 0,67; Cu 2,28 UA ± 0,88; Cu+Aβ 2,63 UA ± 1,02), indicativo de una

posible participación del inflamasoma. La combinación de Cu y Aβ potenció esta activación.

Decidimos evaluar también los niveles de estas proteínas, observando un marcado aumento con los

tratamientos con Cu ( 1,49 UA ± 0,98) y Cu+Aβ (1,66 UA ± 0,85) respecto el control (0,62 UA ± 0,33)

en NLRP3 (figura 38A) y en los niveles de pro-IL-1β -30KDa- (Cu 16,4 UA ± 2,28 y Cu+Aβ 17,33 UA ±

5,75 vs. Ctrl 9,94 UA ± 3,55) e IL-1β activa -17KDa- (Cu 11,2 UA ± 1,13 y Cu+Aβ 11,43 UA ± 1,07 vs. Ctrl 2,88

UA ± 0,75 (figura 38B). Además, se observó que la expresión (Ctrl 9,98 UA ± 1,19 Cu UA 19,44 ± 2,13;

Cu+Aβ 21,05 UA ± 7,88) (Figura 38C) y actividad de Caspasa-1 (Ctrl 1932,25 RLU ± 62,47; Cu 9902,25

RLU ± 482,98; Cu+GSH 2979,75 RLU ± 786,57; CuMitoQ 1532,5 RLU ± 507,04; Cu+Aβ 8170,25 RLU ±

1427,83) (Figura 38D) aumentaron tras la incubación con Cu y Cu+Ab. El tratamiento con GSH previno
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el efecto inductor del Cu pero se observó una diferencia más marcada cuando se trató con el

antioxidante MitoQ dirigido a la mitocondria. Por otro lado, se midieron los niveles de IL-1β en el

medio de cultivo (Figura 38E) utilizando el Kit de ELISA de IL-1β de ratón y se observó un aumento

significativo (p<0,01) con en tratamiento con Cu (87,5 pg/mL ± 11,46) y con Cu+Aβ (64,17 pg/mL ±

12,58) respecto al control (8,33 pg/mL ±2,89). Se observó una disminución de la liberación de IL-1β

luego del tratamiento con Cu respecto a los tratamientos Cu + GSH (58,33 pg/mL ±7,64) y Cu +

MitoQ (30,83 pg/mL ± 6,29), Sólo se observaron diferencias significativas en la liberación de IL-1β

con y sin Tritón cuando se trataron a las células con Cu (Sin Tritón 87,5 pg/mL ± 11,46 vs. con Tritón

91,67 pg/mL ± 18,43). Esto puede dar una idea de que el Cu promueve la liberación de IL-1β libre (sin

tritón) y en vesículas (con tritón). Como marcador de ensamblaje y activación del inflamasoma

analizamos la presencia de oligómeros de la proteína ASC (Figura 38F). Transfectamos las células

con el vector pLEX-MSC-ASC-GFP con el fin de lograr visualizar su oligomerización por microscopía,

y luego de 24 horas de tratamiento con Cu, analizamos la distribución intracelular de la proteína. Las

células no tratadas (Ctrl) presentaron una distribución homogénea en el citosol de ASC, por el

contrario, en las células tratadas con Cu y Cu+Aβ se observó la presencia de agregados de ASC

(“specks”) cercanos al núcleo indicativo de la presencia de inflamasomas.
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Figura 38: Activación del inflamasoma. Niveles de las proteínas (A) NLRP3, (B) IL-1β y (C) caspasa-1 por western blot.

β-actina se utilizó como control de carga. (D) Medida de la actividad de Caspasa-1 por luminiscencia mediante el Kit
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caspasa-1 Glo®. (E) Niveles de IL-1β liberado al medio de cultivo con y sin tritón para evaluar posible liberación en VE.

(F) El ensamblaje del inflamasoma. Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y

expresan la media ± DE, (n=8). Las diferencias estadísticas respecto a los valores de control se indican con * (p<0,05), **

(p<0,01) y *** (p<0,001); con ++ (p<0,01) en comparación con los valores de Cu+Aβ, y como # (p<0,05) en comparación

con los valores de Cu (n=6).

Finalmente, evaluamos la posible activación microglial de las células SIMA-9 luego del

tratamiento con Cu. Observamos que esta activación se acompaña de un deterioro de la capacidad

fagocítica (Figura 39) y de una reducción de los niveles del ARNm de TREM2 (Figura 40).

Figura 39: Fagocitosis microglial. La fagocitosis microglial se evaluó considerando el nivel de internalización de

microperlas fluorescentes amarillo-verde (1 mm) por microscopía confocal. La imagen (A) corresponde a células control

y la (B) a células tratadas con Cu 100 μM. En algunos casos, las células se pre-trataron con (C) GSH (GSH, 1 mM) o (D)

LPS+MDP como control positivo de fagocitosis. La membrana plasmática y el núcleo se tiñeron con CellMask (dilución

1:20.000, rojo) y DAPI (dilución 1:500, azul), respectivamente, durante 5 minutos. La letra (E) corresponde a la

cuantificación del número de beads fagocitadas respecto a cada célula individual. Los datos se analizaron por ANOVA de

dos vías seguido de post test de Bonferroni y expresan la media ± DE, (n=20). Las diferencias estadísticas en comparación

con los valores de control se indican como *** (p<0,01), como +(p<0,05) en comparación con los valores de Cu, y como #

(p<0,05) en comparación con los valores de Cu+GSH. (n=20)

La capacidad fagocítica se analizó mediante microscopía confocal, empleando 0,01 % p/v

beads fluorescentes (1 μm). Observamos que el tratamiento con Cu (26,25 % ± 7,77) disminuye
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significativamente la fagocitosis (p<0,01) respecto del control (103,85 % ± 14,84) .La recuperación de

los niveles de GSH (67,23 % ± 12,7) recuperó parcialmente la fagocitosis. Como control positivo

empleamos una combinación de endotoxinas bacterianas [LPS+muramil-dipéptido (MDP)] que

inducen la activación de la microglía donde observamos un aumento de la fagocitosis (156,84 %

±33,2). Esto se acompañó de una regulación al alza de Iba-1 (Figura 40) marcador de activación

microglial y una regulación a la baja de los niveles de ARNm de Trem2.

Figura 40: Niveles de ARNm de Trem2 y de proteína Iba-1. (A) Análisis de los niveles de ARNm de Trem2 mediante

Selfie-PCR. (B) Los niveles de proteína Iba-1 se evaluaron mediante western blot. Los cultivos se trataron con Cu (100

mM) y/o Aβ (5 mM). En algunos casos, las células se pre-trataron con éster etílico de GSH (GSH, 1 mM) . La β-actina se

utilizó como control de carga. Los datos se analizaron por ANOVA de dos vías seguido de post test de Bonferroni y

expresan la media ± DE, (n=6).Las diferencias estadísticas con los valores de control se indican como *** (p<0,01), como

& (p<0,05; trem2) ó + (p<0,01; Iba-1) en comparación con los valores de Cu+Aβ y # (p<0,05) en comparación con los

valores de Cu (n=6).
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5. DISCUSIÓN
______________________________________________________________________________________________

La EA es la causa más común de demencia en personas de edad avanzada (mayores de 65 años) en

todo el mundo y actualmente carece de cura. Varios trabajos han demostrado que las concentraciones

cerebrales de colesterol son mayores en las personas que padecen EA esporádico que en los adultos sanos

(Bogdanovic et al. 2001; Cohn et al. 2021). Nuestro grupo, junto con otros autores, hemos demostrado

previamente que las personas pueden estar expuestas a una sobrecarga de Cu de diferentes maneras

(Arnal et al. 2011; Arnal et al. 2010; Brewer 2011). Este metal, ampliamente utilizado en diversas industrias,

puede contaminar aguas superficiales y acuíferos, incluyendo el suministro de agua potable (Buchanan et

al. 1999; Riedel 2008). Las zonas urbanas y rurales son fuentes adicionales de contaminación debido al uso

de combustibles fósiles y pesticidas, respectivamente (Gunay et al. 2006). Experimentos in vivo mostraron

que cantidades mínimas de Cu (0,12 ppm) en el agua de bebida, junto con una dieta rica en colesterol,

inducen cambios estructurales en Aβ, la formación de placas Aβ y déficits de aprendizaje, en conejos

(Sparks & Schreurs 2003). Además, se demostró en ratones, que la exposición prolongada a bajos niveles

de Cu (20 μM) en el agua de bebida produce niveles elevados de Aβ en el cerebro y neuroinflamación, dos

fenómenos considerados característicos del desarrollo de la EA (Singh et al. 2013). Cabe destacar que se

sabe que quienes padecen EA tienen niveles plasmáticos elevados de Cu libre respecto a los individuos

adultos sanos (Arnal et al. 2010a; Squitti et al. 2008). En relación con estos resultados se ha observado en

autopsias de cerebros de pacientes con EA, que los mismos poseen niveles anormalmente altos de Cu (25

μg/g,) en las placas seniles (Chen et al. 2011; Lovell et al. 1998). Esto esaproximadamente 393 μM de Cu.

La Alzheimer's Association también señala que la EA afecta más a las mujeres que a los hombres

(Alzheimer's Association. 2022). Existen varias hipótesis biológicas importantes sobre estas diferencias

sexuales en la EA, como las diferencias en la reducción de las hormonas sexuales relacionadas con la edad

(reducción de estrógenos en la menopausia). Además, algunos trabajos han mostrado que en las mujeres,

pero no en los hombres, todos los indicadores de imágenes mostraban curvas de correlación consistentes

con la progresión de la EA. Durante el seguimiento de dos años, solo las mujeres presentaron un deterioro

metabólico cerebral evidente, y la proporción de Aβ plasmático 42/40 se identificó como un posible

biomarcador del metabolismo cerebral en ellas. Además, nuestro análisis del transcriptoma reveló
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diferencias de sexo en los cerebros de pacientes con EA, así como una red molecular específica de 25

genes metabólicos de la glucosa en las mujeres (Cui et al. 2013; Park et al. 2023).

En primer lugar analizamos la concentración intracelular de Cu luego de 24 horas de tratamiento en

los ADCH y ADCM tratados con y sin Cu. Pudimos observar que los astrocitos expuestos a 400 µM de Cu

tenían concentraciones intracelulares de este metal significativamente más altas que las del grupo control.

A pesar de ello no se observaron diferencias significativas entre ADCH o ADCM indicando que el Cu se

incorpora de igual manera independientemente del sexo del animal del cual deriva el cultivo primario. En

este sentido, investigaciones previas han demostrado in vivo e in vitro que los astrocitos pueden incorporar

los iones Cu de forma eficaz (Haywood et al. 2008; Haywood & Vaillant 2014; (Scheiber et al. 2010) a través

de transportadores como el transportador de Cu 1 (CTR1) (Scheiber et al. 2010; Eisses & Kaplan 2002) y el

transportador de metales divalentes 1 (DMT1) (Burdo et al. 2001; Urrutia et al. 2013). Es interesante remarcar

que previamente hemos demostrado in vitro que no sólo la exposición a Cu aumenta la producción de ROS,

sino que la exposición a hierro (Fe) también , (Zubillaga et al. 2022). Sin embargo, al exponer las células al

zinc (Zn), a pesar de haberlo utilizado en su forma divalente, al igual que el Cu y el Fe , no se observaron

aumentos en ROS. Dado que el Cu y el Fe son metales de transición redox-activos, y no así el Zn, pueden

participar en las reacciones de Fenton o Haber-Weiss generando aumentos en los niveles de ROS (Tsang et

al. 2021), no fue sorprendente observar un aumento de las mismas luego del tratamiento con estos

metales. De manera nteresante, en el presente trabajo pudimos notar que los ADCH generaron

significativamente más ROS que los ADCM, no sólo luego del tratamiento con Cu, sino también luego de la

exposición a TBH. Es relevante destacar que, a lo largo de estos estudios, se utilizó sulfato (SO4-2) como

anión acompañante en todos los metales, por lo que pudimos concluir que las diferencias observadas

fueron consecuencia de la presencia de los metales y no del grupo sulfato (Zubillaga et al. 2022). Por otro

lado,, nuestros resultados muestran por primera vez que los ADCH son más sensibles a las sustancias

generadoras de ROS respecto de los ADRM. En concordancia, algunos estudios in vitro e in vivo han

mostrado diferencias relacionadas con el sexo en la capacidad de desintoxicación con antioxidantes, siendo

mayor en hembras que en machos (Demarest & McCarthy 2015). En nuestro trabajo, esta mayor

sensibilidad de los ADCH se reflejó en una mayor actividad de la enzima SOD, que forma parte del sistema

enzimático de defensa antioxidante de las células. En consonancia con estos resultados, la peroxidación

lipídica, medida como TBARS, aumentó luego del tratamiento con Cu, pero no fue diferente en ADCH

comparado con ADCM. A pesar del aumento de la actividad SOD y de los niveles de TBARS luego del
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tratamiento con Cu, no se observaron diferencias ligadas al sexo en la supervivencia de los astrocitos en

comparación con las células control. Además de observar aumentos de estrés oxidativo en los astrocitos

tratados con Cu, pudimos ver aumentos significativos en la producción de TNF-α, los cuales a su vez,

fueron mayores enlos ADCH con respecto a los ADCM. Nuestros resultados difieren de los resultados

previos publicados donde concluyen que los ADCH producen niveles más bajos, que los ADCM, de las

citocinas proinflamatorias como TNF-α cuando se exponen astrocitos de rata a LPS (Santos-Galindo et al.

2011; Chistyakov et al. 2018). Es fundamental resaltar que las formas en que el LPS y el Cu activan a los

astrocitos difieren considerablemente, lo cual podría explicar las disparidades observadas en los niveles de

ARNm de TNF-α respecto a estos trabajos. Para comprender mejor estas diferencias, es necesario explorar

más a fondo los mecanismos distintivos de activación de cada uno de estos agentes. Es interesante notar

que otros investigadores han observado aumentos de estrés oxidativo y aumentos en la expresión de GFAP

en astrocitos expuestos a agentes tóxicos (McCann et al. 2021). De igual manera, nosotros observamos un

aumento notable en los niveles de expresión de GFAP en cultivos astrocitarios tratados con Cu, el cual fue

significativamente más pronunciado en ADCH respecto de ADCM. Esto concuerda con trabajos previos

donde proponen que las hembras serían más susceptibles a los agentes generadores de ROS que los

machos (Schmid et al. 2019). Por otro lado, pudimos observar que la incubación con el antioxidante NAC

junto con el Cu logró restablecer los niveles de GFAP a valores cercanos a los del control en ADCM, mientras

que en ADCH persistieron niveles significativamente elevados. Cabe destacar que si bien se han informado

diferencias sexuales subyacentes en la expresión de GFAP de los astrocitos en varias regiones del SNC de la

rata, entre ellas el hipocampo y corteza (Arias et al. 2009; Johnson et al. 2008), nosotros no hemos

observado diferencias en los niveles de GFAP en ADCH o ADCM. Es probable que esto se deba a que los

experimentos se llevaron a cabo en cultivos combinados de astrocitos provenientes de corteza e

hipocampo. Es importante mencionar que Sun y col han realizado un análisis proteómico del hipocampo

en ratones tras una exposición prolongada a niveles bajos de Cu (0,13 ppm) en el agua de bebida y

observaron que GFAP, entre otras, se encontraba significativamente regulada al alza en el hipocampo de

los ratones tratados con Cu en comparación con los ratones control. De acuerdo con los datos del análisis

proteómico, Sun y col demostraron un deterioro de la memoria en ratones tratados con Cu, medido

mediante la prueba del laberinto acuático de Morris (Sun et al. 2016).

Varios trabajos han demostrado que las ROS no sólo pueden oxidar moléculas, sino también actuar

como segundos mensajeros (Seo et al. 2019; Forrester et al. 2018). De hecho, se ha observado in vitro que
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aumentos de ROS se relacionan con aumentos de la expresión de SREBP-2 (Seo & Shin 2017). Dado que se

sabe que la hipercolesterolemia es un factor de riesgo para el desarrollo de EA, y que los astrocitos son las

células responsables de la síntesis y entrega de colesterol a las neuronas en el cerebro maduro, uno de los

objetivos de este trabajo de tesis fue dilucidar el posible efecto ligado al sexo de la concentración subletal

de Cu sobre el metabolismo de colesterol en cultivos primarios de estas células gliales, diferenciando

además, las posibles respuestas dependiendo del sexo de las ratas de origen. A su vez, analizamos la, y

analizar una posible relación con las variaciones de los niveles de colesterol y APP en las balsas lipídicas

neuronales y los niveles de APP. En concordancia con la literatura, en este trabajo mostramos un aumento

de la expresión de SREBP-2 luego de los tratamientos generadores de ROS, Cu y TBH. Es importante

señalar que, aunque ambos tratamientos produjeron cantidades similares de ROS, el Cu indujo una mayor

expresión de SREBP-2 que TBH. De manera interesante, pudimos ver que este aumento fue mayor en los

ADCH respecto de los ADCM. Cabe destacarse que los niveles de expresión de SREBP-2 no mostraron

cambios significativos en comparación con el control cuando el Cu se combinó con la molécula

antioxidante NAC. Estos resultados sugieren que el aumento de SREBP-2 podría deberse principalmente a

la producción de ROS. En línea con nuestros resultados, Fuhrman y col demostraron en células monocíticas

THP-1 diferenciadas en macrófagos que la activación de SREBP-2 está regulada positivamente por la

cascada de señalización ligada a ROS-ERK1/2 dependiente de PI3K-NADPH oxidasa (Fuhrman et al. 2009).

En este sentido, especulamos que este mecanismo podría justificar los aumentos de expresión de

SREBP-2 al exponer los cultivos de astrocitos al Cu y TBH. Por otro lado, y en concordancia con la mayor

sensibilidad de los ADCH que observamos en el presente trabajo, Roemgens y col (2011) observaron que al

tratar ADCH de corteza con cianuro y cobalto, aumentaban los niveles de la Ciclooxigenasa IV-2 (COX IV-2)

acompañada por una mayor producción de ROS y muerte celular necrótica. En los ADCM, la relación de

COX IV-1/COX IV-2 fue más baja respecto de los ADCH (Roemgens et al. 2011). Esto nos da indicios de que

existe un mecanismo por el cual los ADCH responden de manera más sensible a los efectos de ROS. A

pesar de esto, consideramos necesario seguir profundizando los estudios, ya que existen trabajos donde

observaron que los ADCH son más resistentes que los ADCM a la privación de oxígeno y glucosa y a la

muerte celular inducida por oxidantes (Liu et al. 2007). Como he descrito anteriormente, SREBP-2 es un

factor de transcripción que promueve la expresión de genes relacionados con la síntesis de colesterol

como HMGCR, la principal enzima reguladora de la vía del mevalonato (Keller et al. 2010; Xue et al. 2020).

Es más, Liu y col demostraron que el aumento de SREBP-2 fue seguido de la sobreexpresión de HMGCR
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(Liu et al. 2015). En concordancia, nuestros resultados revelan aumentos en la expresión de HMGCR

después de los tratamientos con Cu y TBH, los cuales también habían inrementado la expresión de

SREBP-2. Cabe destacar que este aumento de la expresión de HMGCR tambiénfue mayor en los ADCH que

en los ADCM. La diferencia en los de expresión de SREBP-2 y HMGCR entre los tratamientos con Cu y TBH

en astrocitos del mismo sexo puede deberse a la diferencia en los niveles de ROS, los cuales fueron

significativamente menores luego de tratamiento con TBH respecto del tratamiento con Cu. Es interesante

remarcar, que si bien en este trabajo de tesis, no observamos aumentos de ROS ni de la expresión de

SREBP-2 luego del tratamiento con Cu + NAC respecto al control. Pudimos observar un incremento notable

respecto al control en la expresión de HMGCR en los ADCH, pero no en los ADCM, luego del tratamiento con

Cu + NAC. De esta manera, podemos especular que el Cu podría modular de alguna manera la expresión de

HMGCR en ADCH y no en ADCM . Debido a que observamos que NAC no logra reducir los niveles de ROS a

los niveles del control, pensamos que el incremento observado podría ser resultado tanto de la capacidad

del Cu como inductor de estrés oxidativo activando SREBP-2 (Xiao et al. 2013; Kim et al. 2018) y de la

habilidad de este metal para unirse a diversas proteínas (Blockhuys et al. 2017) pudiendo activar

directamente la transcripción de HMGCR. En relación con esto, trabajos previos han observado aumentos

de la cantidad de SREBP-2 en los núcleos de un modelo de ratones de enfermedad de Wilson donde se

acumula Cu en el citosol de sus células (Huster et al. 2007). Este grupo también observó que los genes

diana de SREBP-2, entre ellos HMGCR, estaban desregulados, sugiriendo que el Cu elevado altera la

función de SREBP-2 en lugar de su procesamiento o relocalización (Huster et al. 2007). En línea con los

aumentos de expresión de SREBP-2 y HMGCR, pudimos observar un aumento de la síntesis de novo

colesterol luego de los tratamientos con Cu y TBH. Esto refuerza los resultados previos, in vitro, hallados

por nosotros donde vimos que la exposición a sobrecargas subletales de Cu promueve la síntesis de

colesterol de novo en cultivos establecidos (Zubillaga et al. 2022). Nosotros hipotetizamos que este

aumento de la síntesis puede deberse por dos motivos: en primer lugar, a través de la generación de ROS,

que podría actuar como un segundo mensajero, activando SREBP-2 (Zubillaga et al. 2022; Forman et al.

2010; Fuhrman et al. 2009); y en segundo lugar, a través del Cu de manera directa, utilizando un

mecanismo aún no dilucidado. Por esta razón, podemos pensar que el aumento más marcado en ADCH de

la expresión de SREBP-2 y HMGCR reportado en este trabajo de tesis, puede justificar el mayor aumento

en la síntesis de colesterol observado en esas células. Entonces consideramos que los aumentos de la

síntesis de colesterol de novo con Cu y TBH podría deberse al aumento en la expresión del factor de

110



transcripción SREBP-2 y de la enzima HMGCR, enzima limitante en la vía de síntesis de colesterol. Por otro

lado, pudimos observar que el tratamiento con Cu + NAC tanto en los ADCM como los ADCH suprimió la

ruta de activación de SREBP-2 y HMGCR inducida por ROS, respaldando la hipótesis de que el Cu afecta

directamente la expresión de HMGCR y por ende, puede aumentar los niveles de colesterol.

Varios trabajos han demostrado que el colesterol sintetizado por los astrocitos se incorpora

principalmente a lipoproteínas para ser secretado al medio extracelular por transportadores específicos y

posteriormente importado a las neuronas (Li et al. 2022; Gliozzi et al. 2021). Se ha descrito una

disminución de la liberación de colesterol en los astrocitos que se acompaña de una disminución de los

niveles de ABCA-1 (Sierri et al. 2021). En concordancia con esto, en el presente trabajo el aumento de

ABCA-1 se asoció con un aumento significativo del flujo de colesterol de novo hacia el medio de cultivo. A

su vez, nuevamente los ADCH mostraron mayores niveles de ABCA-1 que los ADCM tras el tratamiento con

Cu, y de forma similar una mayor liberación de colesterol marcado radiactivamente. Cabe remarcar que se

sabe que las neuronas maduras del cerebro adulto son incapaces de sintetizar colesterol siendo los

astrocitos los responsables de su producción, Esto hace que los resultados descritos anteriormente

adquieren aún más relevancia en relación al rol de estas células gliales y su papel en la EA (Li et al. 2022;

Quan et al. 2003). Por otro lado, se ha demostrado in vitro que el colesterol derivado de los astrocitos

modula el tráfico de APP dentro y fuera de las balsas lipídicas de membrana (Avila-Muñoz & Arias 2015).

Un trabajo reciente de Wang y col (2021) demostró que el aumento de la concentración de colesterol

derivado de astrocitos en las neuronas aumenta la incorporación del mismo en las membranas, lo que

conduce a un aumento del tamaño de las balsas lipídicas (pero no del número) y de APP dentro de estas,

favoreciendo la vía de procesamiento amiloidogénico (Pfrieger 2003). Es interesante notar, que estudios

previos in vitro demostraron que los niveles elevados de colesterol intracelular total se correlacionan con

mayor colesterol en las balsas lipídicas (Cho et al. 2019; Zubillaga et al. 2022). Además, los niveles altos de

colesterol en las membranas se correlacionan positivamente con la actividad β y γ-secretasa (Wahrle et al.

2002). En concordancia, nosotros reportamos previamente en un modelo in vitro de neuronas inmaduras,

que un aumento de colesterol en las balsas lipídicas se relaciona con un aumento de APP en las mismas

(Zubillaga et al. 2022), viéndose reflejado en un incremento de los niveles del péptido Aβ en el medio de

cultivo (Zubillaga et al. 2022). En relación con esto, bibliografía previa demuestra que aumentos de Aβ

desencadenan déficits de memoria y atrofia del hipocampo y corteza, contribuyendo posiblemente a la

aparición de la EA (Djelti et al. 2015). En línea con lo mencionado, en el presente trabajo observamos niveles
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más altos de colesterol y APP en balsas lipídicas de neuronas que habían sido tratadas con medio de cultivo

condicionado derivado de astrocitos expuestos a una dosis subletal de Cu. Cabe destacar que las neuronas

provenientes de crías hembra expuestas al medio de cultivo de ADCH tratados con Cu tienen más

colesterol y APP en las balsas de membrana respecto de las neuronas provenientes de crías macho que

fueron tratadas con el medio condicionado de ADCM luego del tratamiento con Cu. Varias podrían ser las

razones por las que el aumento de la exportación de colesterol desde los astrocitos al medio de cultivo

favorecen el aumento de colesterol en las balsas lipídicas de las neuronas. Por un lado, observamos que

aumentan los niveles de ABCA-1 que está involucrado en la formación de la lipoproteína de alta densidad

(HDL) (Li et al. 2013). Otra posible explicación de este fenómeno podría residir en la comunicación entre

astrocitos y neuronas a través de VE. Es sabido que las VE podrían contener metales como Cu (Bellingham

et al. 2015) y colesterol (Pfrieger & Vitale 2018) . Estas VE son capaces de alterar el estrés oxidativo

neuronal (Pfrieger & Vitale 2018). Nuestros resultados mostraron un aumento en la producción de ROS y

una disminución en la viabilidad de neuronas expuestas a VE derivadas de astrocitos tratados con Cu,

indicando la participación de estas VE como piezas fundamentales en la comunicación astrocito-neurona.

Como hemos mencionado anteriormente IGF-1 es una hormona peptídica que tiene un papel

importante en la neurogénesis y el neurodesarrollo (O'Kusky et al. 2012). La disminución de los niveles

cerebrales de IGF-1 con la edad se relaciona con el deterioro de las funciones cognitivas asociadas al

envejecimiento y a otras enfermedades neurodegenerativas (Miller & Gore 2001; Calvo et al. 2013; Rivera et

al. 2005; Steen et al. 2005). Selles y col caracterizaron los niveles de IGF-1 y del receptor de IGF-1 (IGF-1R)

en tejido postmortem del hipocampo de pacientes con EA y controles sanos. Observaron una disminución

del 60 % de la relación IGF-1 activo/inactivo en el tejido de pacientes con EA en comparación con los

hipocampos de pacientes control (Selles et al. 2020). Por otra parte, este grupo también encontró que de

manera similar a los hallazgos en el tejido cerebral humano, los hipocampos de ratones transgénicos

APP/PS1 mostraron una tendencia a una disminución de la proporción de IGF-1 activo/inactivo (Selles et al.

2020). Por su parte, Montivero y col han demostrado que la implementación temprana de terapia génica

con IGF-1 previene el estrés oxidativo y los déficits cognitivos inducidos por una lesión cerebral traumática

en ratas Wistar (Montivero et al. 2021). En base a lo mencionado, consideramos al estudio de la terapia

génica con IGF-1 como un abordaje sumamente relevante en nuestros cultivos de ADCH y ADCM de ratas

Sprague-Dawley tratados con Cu. En este sentido, y como era de esperar, pudimos observar que el Cu

indujo un aumento significativo en la generación de ROS, tanto en ADCH como en ADCM, en comparación
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con los controles. Sin embargo, la administración de Cu+NAC y Cu+IGF-1 redujo significativamente la

generación de ROS. Este efecto fue más pronunciado con Cu+IGF-1 demostrando que el IGF-1 actúa de

forma más efectiva como protector frente a sustancias oxidantes como el Cu. Por su parte, nuestros

hallazgos indican que el tratamiento con Cu aumenta significativamente la expresión de la interleucina

proinflamatoria TNF-α, así como aumenta los niveles de los biomarcadores de estrés oxidativo en

astrocitos, siendo estos incrementos más pronunciados en ADCH que en ADCM. La administración de

Cu+NAC atenúa parcialmente estos efectos pero es la terapia génica con IGF-1 quien resulta más eficaz,

mostrando reducciones mucho más significativas en los biomarcadores de estrés oxidativo y TNF-α en

comparación con Cu+NAC. Estos resultados sugieren que el tratamiento con IGF-1 podría ser una estrategia

más efectiva para contrarrestar los efectos perjudiciales del Cu, ofreciendo una posible vía terapéutica para

mitigar el estrés oxidativo y la inflamación asociados a la enfermedad. Estos hallazgos respaldan resultados

previos de Genis y col, quienes demostraron que en situaciones de estrés oxidativo, el IGF-1 desempeña

una función protectora sobre los astrocitos, colaborando así en la protección neuronal (Genis et al. 2014).

Además, Pérez-González y col han demostrado que el IGF-1 mejora la cognición, y disminuye tanto los

niveles de Aβ como la activación astroglial en el cerebro en ratones APP/PS2 (Pérez-Gonzalez et al. 2006).

Respecto al análisis del metabolismo del colesterol, el tratamiento Cu+NAC logró disminuir

significativamente la expresión de HMGCR y SREBP-2 respecto al aumento observado con el tratamiento

con Cu, aunque no de manera completa, ya que se observaron aumentos significativos en comparación

con el control. En contraste, el tratamiento Cu+IGF-1 previno de manera más marcada el aumento de los

niveles de SREBP-2 y HMGCR en comparación con el tratamiento Cu+NAC, sugiriendo un potencial efecto

protector más robusto del IGF-1 frente a los cambios inducidos por el Cu en la síntesis del colesterol. Esto

podría deberse a que IGF-1 actúa como modulador de la vía de señalización de Akt, una vía de señalización

para la supervivencia celular, y esta señalizacion tiene efectos sobre la activación de SREBP-2 (Luu et al.

2012) o que el IGF-1 ha demostrado ser más eficaz para disminuir los niveles de ROS y, como hemos

abordado previamente en este capítulo, los ROS son capaces de activar a la proteína SREBP-2 al inducir

estrés de RE (Xiao et al. 2013; Kim et al. 2018; Kusnadi et al. 2019).

Finalmente, decidimos evaluar los efectos de la exposición de VE obtenidas del medio de cultivo

de ADCH y ADCM luego de los tratamientos con Cu, control, Cu+NAC y Cu+IGF-1. En nuestra investigación,

hallamos un aumento significativo en la generación de ROS en neuronas tratadas con VE provenientes de

astrocitos tratados con Cu, siendo más pronunciado en VE derivadas de ADCH respecto de VE derivadas de
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ADCM. La exposición a VE de astrocitos tratados con Cu+NAC o con Cu+IGF-1 resultó en una disminución

significativa de la generación de ROS, siendo este efecto más marcado con IGF-1, sugiriendo su mayor

eficacia en contrarrestar la formación de ROS en comparación con NAC. Además, evaluamos la viabilidad

celular y observamos una significativa reducción en la viabilidad neuronal al tratar los cultivos con VE de

astrocitos tratados con Cu. Sin embargo, la exposición a VE de Cu+NAC o IGF-1+Cu condujo a una

disminución significativa en la muerte celular por apoptosis en comparación con las VE de astrocitos

tratados solo con Cu, siendo la reducción de esta muerte más pronunciada con IGF-1. Aunque la viabilidad

se mantuvo alta con Cu+NAC y con Cu+IGF-1, observamos que no se obtuvo una viabilidad similar al control.

Las diferencias en la viabilidad neuronal entre cultivos de neuronas derivados de crías machos y hembras

solo fueron significativas en el tratamiento con Cu, mientras que los demás tratamientos no mostraron

variaciones sustanciales. Estos resultados resaltan la capacidad del IGF-1 para mitigar el estrés oxidativo y

preservar la viabilidad neuronal en comparación con NAC en el contexto de la exposición al Cu. Como

hemos mencionado con anterioridad, en el SNC el IGF-1 se une a su receptor para activar principalmente la

vía PI3-quinasa/Akt (Brywe et al. 2005; Ye et al. 2010) que ha sido relacionada con una mayor

supervivencia neuronal después de una lesión cerebral traumática en roedores (Noshita et al. 2002). Esta

mayor supervivencia neuronal es favorecida las ADEV que parecieran ejercer un efecto protector. En este

sentido, trabajos previos han demostrado que los astrocitos pueden apoyar a las neuronas en respuesta al

estrés oxidativo permitiendo su desintoxicación (Fernandez-Fernandez et al. 2012). Entre las diferentes

defensas antioxidantes proporcionadas por los astrocitos a las neuronas, ahora encontramos que el IGF-1,

que no puede proteger a las neuronas aisladas contra el exceso de ROS (Dávila & Torres-Aleman 2008)

coopera con este punto, activando en los astrocitos un fenotipo antiinflamatorio para apoyar a las neuronas

y reducir tanto el estrés oxidativo como la muerte por apoptosis que se observa en los cultivos neuronales

tratados con las VE provenientes de astrocitos expuestos solo a Cu.

Considerando los resultados obtenidos previamente en astrocitos derivados de ratas

Sprague-Dawley, investigamos los efectos de la sobrecarga subletal de Cu en astrocitos obtenidos de

ratones transgénicos APP/PS1, ampliamente reconocidos como modelo relevante para el estudio de la EA

(Borchelt et al. 1997; Hall & Roberson, 2012). Observamos que los astrocitos provenientes de ratones

APP/PS1 tratados con Cu eran más susceptibles a la producción de ROS en comparación con los astrocitos

de ratones WT con el mismo tratamiento. En concordancia Hsieh y col demostraron que las ROS aumentan

significativamente en el cerebro del ratón APP/PS1 en comparación con los controles WT de la misma edad
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utilizando un marcador de ROS durante el curso de la EA y que existe una correlación con la carga de Aβ

en la corteza (Hsieh et al. 2022). Además, observaron que la producción de ROS es mayor ,y ocurre antes,

en ratones hembra APP/PS1. Por otra parte, como he comentado anteriormente, el Cu puede generar

ROS a través de las reacciones químicas de Fenton y Haber-Weiss o disminuyendo las concentraciones de

GSH (Jomova & Valko, 2011), a la vez que puede unirse a Aβ, generando reacciones de tipo redox (Hashim

et al. 2011). Nuestros resultados muestran una diferencia significativa en la producción de ROS entre los

cultivos de astrocitos WT tratados con Cu y los cultivos de astrocitos derivados de ratones APP/PS1 sin

exposición a Cu (control), siendo mayor en estos últimos. Este hallazgo sugiere que nuestro tratamiento

con Cu tiene un impacto más notable junto con Aβ, proporcionando indicios de su mayor impacto en la

producción de ROS en presencia de Aβ que estando solo. Es interesante notar que el agregado de GSH

junto con Cu (Cu+GSH) redujo significativamente la producción de ROS en comparación con el tratamiento

de Cu solo. Sin embargo, los astrocitos APP/PS1 continuaron mostrando una mayor producción de ROS en

comparación con los WT. Se sabe que el GSH funciona no sólo como reductor intracelular y eliminador de

radicales, sino que también puede servir como ligando para cationes de metales de transición (Cao et al.

2003). La formación de complejos con iones de Cu es de particular interés ya que el GSH juega un papel

crítico en la homeostasis celular de este metal. Por otro lado, la incubación con Cu y un antioxidante

mitocondrial (mitoQ) igualó los niveles de producción de ROS entre APP/PS1 y WT, lo que sugiere que el

estrés mitocondrial estaría contribuyendo sustancialmente a la producción de ROS en los astrocitos

APP/PS1.

Por otro lado, bibliografía previa muestra que los pacientes con enfermedades neurodegenerativas,

como la EA, poseen aumentados diferentes marcadores UPR como p-eIF2α, BIP/GRP78 y CHOP

(García-González et al. 2018). La evidencia previa sugiere que los mediadores de la UPR están directamente

involucrados en la fisiopatología de los trastornos del plegamiento incorrecto de proteínas (PMD) (Sweeney

et al. 2017). Curiosamente, en los cerebros de los pacientes afectados con PMD, los marcadores de estrés

del RE a menudo se localizan con agregados de proteínas (Hughes & Mallucci 2019; Cabral-Miranda & Hetz

2017). En concordancia con esto, pudimos observaraumentos significativos en los niveles de BIP/GRP78 en

los astrocitos derivados de ratones tanto WT como APP/PS1luego del tratamiento con Cu. Esto indicaría

que existe una respuesta al estrés de RE y una activación de la vía UPR. La incubación con Cu+GSH redujo

los niveles de BIP/GRP78, sugiriendo una posible mitigación del estrés de RE con la adición del

antioxidante. La fosforilación de eIF2-α también aumentó en los astrocitos derivados de ratones WT y
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APP/PS1 tratados con Cu, apoyando la hipótesis de que el Cu induce estrés de RE. Esta respuesta fue más

pronunciada en los astrocitos derivados de ratones APP/PS1 en comparación con los derivados de ratones

WT. Finalmente, un comportamiento similar se pudo observar resecto a los niveles de la proteína CHOP, en

donde nuevamente se evidenciaron mayores niveles de la misma en los astrocitos derivados de ratones

APP/PS1 en comparación con los derivados de ratones WT. Como hemos mencionado anteriormente,

varias formas de estrés celular activan SREBP-2, incluido el estrés de RE (Xiao et al. 2013; Kim et al. 2018;

Kusnadi et al. 2019). En consistencia con esto, se observaron cambios significativos en los niveles de

colesterol en respuesta al tratamiento con Cu. Los niveles de colesterol total y mitocondrial aumentaron

tras el tratamiento de Cu, siendo este aumento más pronunciado en los astrocitos derivados de ratones

APP/PS1 en comparación con los derivados de ratones WT. Esto puede explicarse, en parte, gracias al

aumento de la expresión de las enzimas relacionadas con la síntesis y transporte del colesterol, que fue

mayor en los ratones transgénicos en comparación con los WT, probablemente debido A la presencia de

mayores niveles de ROS en los astrocitos derivados de ratones APP/PS1 respecto a los WT. Sumado a esto,

Barbero-Camps y col demostraron que ratones triple transgénicos APP/PS1/SREBP-2, que presentaban

una sobreexpresión de SREBP-2 similar a la que observamos en nuestros astrocitos APP/PS1 cuando son

tratados con Cu, tenían un aumento en los niveles de colesterol celular y mitocondrial bero-Camps et al.

2014). A su vez, observaron que el daño oxidativo cerebral y la neuroinflamación empeoraba con la edad

(Barbero-Camps et al. 2014). Además este grupo describió que el estrés del RE promueve la síntesis de

colesterol y la entrada de colesterol mitocondrial, lo que resulta en el agotamiento del mGSH en ratones

APP/PS1 (Barbero-Camps et al. 2014). Nuestros resultados apoyan estos datos, ya que observamos una

disminución significativa en los niveles de mGSH luego del tratamiento con Cu, tanto en ratones WT como

APP/PS1. Es importante destacar que la disminución en mGSH fue considerablemente más marcada en los

ratones APP/PS1 respecto a los WT. El vínculo entre estos eventos, es decir, el aumento del colesterol y el

agotamiento de mGSH, se debe a la sensibilidad de transportadores de mGSH a los cambios en la fluidez

de la membranas mitocondriales inducidos por la acumulación de colesterol (Mari et al. 2009). Nuestros

hallazgos plantean la posibilidad de una conexión entre el estrés en el RE, la regulación del colesterol y la

generación de ROS en el contexto de EA, como ya fue previamente mencionado por Barbero-Camps y col

en 2014.

En relación a los resultados obtenidos en la línea establecida de microglia SIMA-9 nos ha

permitido dilucidar posibles mecanismos de los efectos de la exposición al Cu de estas células gliales.
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Algunos autores han descrito previamente un vínculo entre el aumento de Cu intracelular y la

neurotoxicidad inducida por Aβ (Atwood et.al, 2004; Cheignon et al. 2018). Nuestros resultados indican

claramente que la combinación de Cu y Aβ conduce a un incremento gradual y significativo en la

generación de ROS en la microglía. Este hallazgo sugiere una cooperación entre Cu y Aβ en la promoción

del estrés oxidativo. Nuestros resultados que indican que la prevención del estrés oxidativo es alcanzada

tanto por el GSH como por agentes antioxidantes dirigidos específicamente a las mitocondrias (MitoTEMPO

y MitoQ), resaltan la contribución activa y crucial de esta organela en la generación y propagación de estrés

oxidativo , provocado por la combinación de Cu y Aβ. Como ya he mencionado al discutir los resultados

obtenidos en astrocitos, una observación interesante durante el tratamiento con Cu es la disminución

notable en los niveles de mGSH, un componente esencial en la defensa antioxidante de las células

(Jomova & Valko, 2011). Se sabe que el Cu elevado promueve la formación de ROS y sus efectos citotóxicos

al reducir el nivel de GSH (Jomova & Valko, 2011). La razón probable de la reducción tras la exposición al Cu

puede estar relacionada con la interacción entre Cu y GSH, que forma un complejo Cu(I)-[GSH] que logra

disminuir los niveles de ROS (Speisky et al. 2009). Se destaca que el tratamiento con éster de GSH logró

mantener parcialmente los niveles de mGSH en las células expuestas al Cu. Esta observación sugiere que

el GSH podría poseer un efecto protector contra el estrés oxidativo inducido por Cu y Aβ. Por otro lado,

también pudimos observar una clara activación de las células SIMA-9 después del tratamiento con Cu. Esta

activación se caracterizó por una disminución en la capacidad fagocítica de estas células, acompañada por

una regulación a la baja de los niveles del ARNm trem2 y una regulación al alza de ApoE. Llamativamente,

el tratamiento con Cu provocó una disminución significativa en la fagocitosis de microesferas

fluorescentes, lo que sugiere un impacto negativo del Cu, y el estrés oxidativo generado por el mismo, en la

capacidad de las células para eliminar partículas extracelulares. Es sabido que bajo la influencia de un

microambiente proinflamatorio la microglia activada se polariza en un fenotipo inflamatorio M1 (Calvello et

al. 2017) que produce mediadores proinflamatorios contribuyendo a la inflamación del tejido (Tang et al.

2018). Por otra parte, las células microgliales activadas con fenotipo M2 provocan fuertemente la

fagocitosis de los desechos, previniendo respuestas inflamatorias secundarias y promoviendo la

regeneración de tejidos (Xia et al. 2015). Esto nos hace pensar que el Cu tiene la capacidad de activar a la

microglia hacia un fenotipo M1 proinflamatorio. Esta idea encuentra respaldo en el hallazgo de Yu y col,

quienes observaron que el Cu (II) potencia el efecto de Aβ en la activación de la microglía y la consecuente
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neurotoxicidad. La activación microglial desencadenada por Cu (II) -Aβ implica la activación de NF-κB y la

producción de ROS mitocondrial (Yu et al. 2015).

Finalmente, pudimos observar que al tratamiento con Cu (100 μM) aumentó la expresión de las

proteínas NLRP3, IL-1β, pro-caspasa-1 y caspasa-1 activa, lo que sugiere la posible activación y participación

del inflamasoma. Esto adquiere relevancia si consideramos que trabajos previos han demostrado que la

activación del inflamasoma NLRP3 contribuye a la progresión de la patología al disminuir la capacidad

fagocítica de la microglía (Heneka et al. 2013; Halle et al. 2008). Para evaluar el ensamblaje y la activación

del inflamasoma, empleamos oligómeros de la proteína ASC como marcadores. La distribución observada

de estos agregados cerca del núcleo en las células tratadas con Cu y la combinación de Cu+Aβ es indicativa

de la presencia de inflamasomas, lo que refuerza aún más la noción de que el inflamasoma puede estar

activado en respuesta a la exposición a Cu y Cu+Aβ. En concordancia con nuestros resultados y con la

literatura previa, podemos inferir que la activación del inflamosoma podría deberse a los aumentos en los

niveles de ROS (Cruz et al. 2007). Específicamente serían las ROS mitocondriales (mtROS) las que tendrían

un papel importante en la activación de NLRP3 (Cruz et al. 2007). Esto se propuso originalmente a partir de

un estudio que mostraba que las mtROS, generadas por la inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial,

pueden activar el inflamasoma NLRP3 (Zhou et al. 2011b). De manera similar, Nakahira y col descubrieron

que se requiere mtROS generadas a partir de mitocondrias disfuncionales para la activación del

inflamasoma NLRP3 en respuesta a LPS y ATP, y que el ADN mitocondrial (mtDNA) se libera en el citosol de

manera dependiente tanto de NLRP3 como de mtROS (Nakahira et al. 2011). Por otra parte, Deigendesch y

col demostraron que el Cu es específicamente necesario para la activación del inflamasoma en

macrófagos, ya que el agotamiento del Cu biodisponible da como resultado una inflamación atenuada

dependiente de caspasa-1 y una susceptibilidad reducida al shock séptico inducido por LPS (Deigendesch

et al. 2018). Asimismo, otro grupo de investigación observó una activación del inflamasoma NLRP3 en

células de la microglía primaria murina tratada con CuCl2, acompañada por niveles elevados de caspasa-1

escindida, ASC e interleucina-1β (Dong et al. 2021). Por último, resultó notorio que el agregado de GSH

previno el efecto inductor de NLRP3 favorecido por el Cu, sugiriendo un papel clave del estrés oxidativo en

este proceso apoyando la hipótesis de que el estrés oxidativo también juega un rol importante en la

activación del inflamasoma. Cabe destacar que la activación vía NLRP3 se potenció considerablemente

cuando se combinó el Cu con Aβ, sugiriendo una sinergia positiva para la activación del inflamasoma vía

NLRP3. entre ambos compuestos. Esto puede deberse a que el NLRP3 se activa no sólo por Aβ sino
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también por agregados fibrilares de Aβ (Friker et al. 2020). Por otro lado, es interesante destacar que la

activación del inflamasoma NLRP3 puede reducir la fagocitosis de Aβ por parte de la microglía,

aumentando así la deposición de Aβ y promoviendo la aparición y desarrollo de lesiones de EA (Lučiūnaitė

et al. 2020), algo que se condice con los resultados presentados en esta tesis.
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6. Conclusiones
_____________________________________________________________________________________

● En esta tesis demostramos por primera vez que los ADCH son más susceptibles a la

generación de ROS inducida por el Cu.

● Hemos demostrado que el Cu no sólo aumenta la expresión de SREBP-2 sino también

de HMGCR, promoviendo la síntesis de colesterol de novo y su liberación al espacio

extracelular, presentando una respuesta diferencial ligada al sexo en células en cultivo.

● Nuestros resultados muestran que el tratamiento con Cu conlleva a un aumento

significativo en los niveles de expresión de GFAP, siendo este aumento más

pronunciado en los cultivos de ADCH respecto de los cultivos de ADCM, demostrando

un efecto sexo dependiente del Cu sobre la reactividad astrocitaria.

● Nuestros hallazgos sugieren que tanto los medios condicionados como las VE derivadas

de astrocitos tratados con Cu afectan los niveles de ROS neuronales, así como la

distribución de APP en las balsas lipídicas de membranas neuronales, lo que podría

favorecer la vía amiloidogénica y el consecuente aumento de Aβ.

● La terapia génica con IGF-1 muestra gran efectividad en la reducción de estrés

oxidativo y la inflamación asociados al tratamiento con Cu, demostrando ser una

estrategiamás eficaz que el tratamiento con NAC en modelos de cultivos de astrocitos y

neuronas tratadas con ADEV.

● La terapia génica con IGF-1 muestra un efecto protector ante el aumento de la síntesis

de colesterol en presencia de Cu, con reducciones más marcadas en los niveles de

SREBP-2 y HMGCR.

● El IGF-1 actúa como un potente protector neuronal, preservando la viabilidad celular y

mitigando el estrés oxidativo inducido por Cu.
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● Nuestra investigación demostró que los astrocitos provenientes de los ratones

transgénicos APP/PS1 eran más susceptibles a producir ROS que los WT cuando se

trataban con Cu.

● Los datos obtenidos en este trabajo de tesis, muestran que el tratamiento con Cu

aumenta tanto los niveles de ARNm de Sreb-2, Hmgcr y Ldlr, como los niveles de

dichas proteínas, siendo mayores en los cultivos de APP/PS1 respecto de los WT.

● Se observó un incremento significativo en proteínas de la vía UPR relacionada con el

estrés de RE, estableciendo una relación entre el tratamiento con Cu, la generación de

estrés de RE y la activación de SREBP-2, y posterior regulación positiva del colesterol,

en un modelo de EA.

● El incremento de estrés de RE estuvo acompañado por un aumento en los niveles de

colesterol total y mitocondrial y una mayor expresión del transportador de colesterol

ABCA-1, considerablemente más marcados en los cultivos de ratones APP/PS1 en

comparación con los ratones WT.

● Hemos demostrado que los antioxidantes dirigidos a la mitocondria son capaces de

restaurar no sólo los niveles de ROS sino también los niveles de colesterol

mitocondrial y de mGSH en los astrocitos APP/PS1 y WT.

● En nuestro trabajo hemos determinado que el Cu y la combinación de Cu+Aβ conllevan a

un incremento gradual y significativo en la generación de ROS en la microglía murina.

● La exposición al Cu provoca una activación microglial, evidenciada por la

sobreexpresión de Iba-1, y una reducción en la capacidad fagocítica de estas células,

acompañada por una regulación a la baja en los niveles de ARNm de Trem2 y una

regulación a la alta de ApoE.

● Revelamos que el Cu induce la activación del inflamasoma con una expresión elevada

de las proteínas IL-1β y Nlrp3, una mayor actividad de Caspasa-1, y una distribución en

forma de agregados de la proteína ASC, que se correlaciona con una activación del
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inflamasoma vía NLRP3. Esta activación del inflamasoma se ve potenciada por la

presencia de Cu+Aβ. Por otro lado, el tratamiento con GSH previno parcialmente el

efecto inductor del Cu, señalando la relevancia clave del estrés oxidativo en este

proceso.

En resumen, en esta tesis doctoral se han hallado distintos mecanismos moleculares que

podrían explicar los motivos por los que una sobrecarga de Cu podría favorecer el desarrollo de EA.

Específicamente, esta tesis proporciona evidencia sólida de que el Cu induce estrés oxidativo

en astrocitos, afectando la homeostasis del colesterol y promoviendo la inflamación. Estos efectos

son más pronunciados en las células de ADCH y en astrocitos de modelos de ratones transgénicos

de EA (APP/PS1). Además, hemos observado cómo los astrocitos tratados con Cu pueden

reducir la viabilidad de cultivos primarios de neuronas y aumentar no solo los niveles de ROS

sino también los de APP y colesterol en balsas lipídicas neuronales, indicando una posible vía

amiloidogénica.

Finalmente, se destaca cómo la activación microglial murina, impulsada por el Cu, puede

contribuir tanto a la neuroinflamación activando el inflamasoma, como al depósito amiloide

disminuyendo la fagocitosis microglial. Toda esta evidencia subraya la relevancia de las

interacciones entre astrocitos, microglía y neuronas en la patología de la EA.
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