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Estudio del papel neuroprotector de la leptina en un modelo animal de amiloidosis 

 

Introducción 

  Numerosos estudios han puesto de relieve una clara asociación entre la obesidad y la incidencia 

de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Profenno y col., 2010; Anstey y col., 2011; Xu y col., 2011). 

Además, se ha propuesto la hipótesis de que la alteración de la funcionalidad de la leptina representaría un 

vínculo entre la obesidad y la EA (Lee, 2011). La leptina es una hormona con multitud de funciones 

generalizadas tanto a nivel central como periférico y posee la capacidad de regular numerosas funciones 

en el sistema nervioso central (SNC) (Schwartz y col., 2000). En particular, se ha demostrado que la 

leptina juega un papel fundamental en la modulación de funciones cognitivas superiores como la memoria 

y el aprendizaje (Farr y col., 2006; Oomura y col., 2006). Por otra parte, cada vez son más claras las 

evidencias que indican que la leptina previene la acumulación tóxica del péptido β-amiloide (Aβ) 

(Fewlass y col., 2004; Greco y col., 2010) y la proteína tau fosforilada en las neuronas (Greco y col., 

2009), y posee la capacidad para mejorar el rendimiento en las distintas tareas de memoria en modelos 

murinos de la EA (Greco y col., 2010). Estos hallazgos, junto con la inocuidad de la leptina en los seres 

humanos, hacen de esta hormona u otras moléculas miméticas, un nuevo candidato terapéutico para el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la EA. Sin embargo, todavía no están claros 

muchos de los mecanismos moleculares implicados en las acciones neuroprotectoras de la leptina.  

 

Objetivos 

 Por todo ello, el principal objetivo de este trabajo fue estudiar los posibles efectos 

neuroprotectores de la leptina sobre los eventos asociados con la patología de la EA, enfocando el estudio 

hacia la eficacia de la terapia génica y los mecanismos y vías de señalización implicados. Para ello se 

realizaron diversas aproximaciones in vitro y como modelo in vivo de amiloidosis se utilizaron los ratones 

transgénicos APP/PS1. 

 

Conclusiones 

 En este estudio se ha demostrado que la terapia génica lentiviral es un método eficaz para la 

administración de leptina a nivel del SNC en el modelo murino de amiloidosis APP/PS1. La infección 

resultante provocó la modulación de STAT3, una de las vías de señalización de la leptina. Los resultados 

obtenidos indicaron que la terapia génica con leptina durante 3 meses fue capaz de reducir la acumulación 

cerebral de Aβ probablemente mediante la inhibición de expresión de la β-secretasa 1 (BACE1), principal 

enzima responsable de la generación Aβ. Además de este efecto sobre uno de los marcadores 

neuropatológicos clásicos de la EA, los ratones APP/PS1 tratados con leptina mostraron una reducción 
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significativa de los niveles de astrogliosis y neurodegeneración, asociada a una mayor plasticidad 

neuronal, proliferación y diferenciación celular. Como resultado, se produjo una importante atenuación en 

los déficits cognitivos característicos de los ratones transgénicos APP/PS1. La conclusión final de este 

trabajo es que la leptina administrada vía terapia génica en este estudio ha demostrado ser un potencial 

agente terapéutico ejerciendo diversos efectos neuroprotectores sobre los eventos patológicos 

característicos de la EA. 
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Study of the neuroprotective effects of leptin in an animal model of amyloidosis 

 

Introduction 

 Several studies to date have addressed the correlation between obesity and risk for Alzheimer's 

disease (AD) (Profenno et al., 2010; Anstey et al., 2011; Xu et al., 2011) and it has been hypothesized that 

impairments in leptin function could provide the link between obesity and AD (Lee, 2011). Leptin is a 16 

KDa hormone well known for its role in the control of food intake and body weight (Schwartz et al., 

2000), however, it is also implicated in a variety of functions in the central nervous system (CNS). Recent 

studies have reported the potential beneficial effects of leptin as an AD therapeutic agent. Particularly, 

some studies have demonstrated that leptin facilitates spatial learning and memory (Farr et al., 2006; 

Oomura et al., 2006) and the anti-amyloidogenic effects of leptin using in vitro and in vivo models have 

been shown (Fewlass et al., 2004; Greco et al., 2010). The abilities of leptin to reduce tau phosphorylation 

in neurons (Greco et al., 2009), and to prevent the cognitive impairments in animal models of EA (Greco 

et al., 2010) have also been demonstrated. All these findings, along with the non-toxic properties of leptin 

in patients, make this hormone a therapeutic candidate to treat AD. However, most of the molecular 

mechanisms involved in the neuroprotective actions of leptin are unknown.  

Objectives 

 The main purpose of this study was to evaluate the possible neuroprotective effects of leptin on 

the events associated with the AD pathology, focusing the study towards 1) the efficiency of the brain 

delivery of leptin using the HIV-leptin lentiviral vector, and 2) the mechanisms and signaling pathways 

involved. To investigate this hypothesis we used in vivo and in vitro approaches, using APP/PS1 mice as 

an animal model of amyloidosis, and primary neuron cultures, respectively. 

Conclusions 

 This study demonstrated that gene therapy is an efficient tool for leptin administration within the 

CNS in the APP/PS1 murine model of amyloidosis. The virally delivered leptin modulated one of the 

classic signaling pathways of leptin: the JAK-STAT3 pathway. The results indicated that gene therapy 

with leptin for 3 months reduced accumulation of amyloid-β(Aβ) deposits in APP/PS1 double-transgenic 

mice. The inhibitory effect of leptin on Aβ accumulation was attributable to inhibition by leptin of β-

secretase 1 (BACE1) expression. HIV-leptin-treated APP/PS1 mice showed modulation of glial cell 

activation, improvement of synaptic status in cortical and hippocampal region, and recovery of spatial and 

non-spatial learning and memory, when compared with control APP/PS1 mice. These results altogether 

suggest that leptin and related drugs might be of therapeutic benefit in the prevention or treatment of AD.  
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Aβ: Péptido β-amiloide 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN codificante 
AMPA: Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico 
ANOVA: Análisis de la varianza 
APOE: Gen de la apolipoproteína E 
ApoE: Apolipoproteína E 
APP: Gen de la proteína precursora del péptido amiloide 
APP: Proteína precursora del péptido amiloide 
ARN: Ácido ribonucleico 
BACE1: β-secretasa 1 
BHE: Barrera hematoencefálica 
BSA: Albúmina de suero bovino 
col.: colaboradores 
CLU: Gen de la clusterina 
CMV: Citomegalovirus 
CR1: Gen del receptor complemento 1 
CTFα: Fragmento C-terminal α del APP 
CTFβ: Fragmento C-terminal β del APP 
DAB: 3,3'-diaminobenzidina 
DMEM: Dubelcco's modified Eagle medium 

DO: Densidad óptica 
EA: Enfermedad de Alzheimer 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
ERK: Quinasas reguladas por señales extracelulares 
GD: Giro dentado del hipocampo 
GFP: Proteína verde fluorescente 
GFAP: Proteína de glía fibrilar ácida 
GSK3β: Glucógeno sintasa quinasa 3β 
FBS: Suero fetal bovino 
HE: Hematoxilina-Eosina 
HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana 
HIV-leptina: vector lentiviral que sobreexpresa leptina 
HIV-vv: vector lentiviral vacío 
HRP: Peroxidasa de rábano 
icv: Intracerebroventricular 
IRS: Sustrato del receptor de insulina 
LCR: Líquido cefalorraquídeo 
Lys: lisina 
LPS: Lipopolisacárido 
LTP: Potenciación a largo plazo 
LTRs: repeticiones largas terminales 
LTD: Depresión a corto plazo 
JAK: Tirosin quinasa  
JAK2: Tirosin quinasa 2 
n: Tamaño muestral 
ME: Microscopía electrónica 
MHCII: Complejo mayor de histocompatibilidad tipo II 
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MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
mTORC1: serina/treonina quinasa de la vía del blanco de la rapamicina 
NMDA: N-metil D-aspartato 
6-OHDA: 6-Hidroxidopamina 
KDa: Kilodaltons 
Kb: Kilobases 
p: p-valor 
PBS: Tampón fosfato salino 
PB: Tampón fosfato 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa 
PSD-95: Proteína de membrana post-sináptica de 95 KDa 
PSEN1: Gen de la Presenilina 1 
PSEN1: Presenilina 1 
PSEN2: Gen de la presenilina 2 
PSEN2: Presenilina 2 
rpm: Revoluciones por minuto 
sAPPα: Ectodominio amino-terminal soluble α del APP 
sAPPβ: Ectodominio amino-terminal soluble β del APP 
SEM: Error estándar medio 
SNAP-25: Proteína asociada a sinaptosomas de 25 KDa 
SNC: Sistema nervioso central 
SOCS3: Supresor 3 de señalización de citoquinas 
STAT3: Transductor de señal y activador de la transcripción 3 
STAT5: Transductor de señal y activador de la transcripción 5 
TBS: Tampón Tris base salino 
TTBS: Tampón Tris base salino con Tween20 al 0,05% 
Tyr: Tirosina 
ZSV: Zona subventricular 
ZSG: Zona subgranular 
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1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

1.1 Definición 

La enfermedad de Alzheimer (EA) se define clínicamente como un proceso 

neurodegenerativo grave cuya prevalencia aumenta con la vejez. Se caracteriza por un inicio 

insidioso y un deterioro cognitivo y funcional progresivo así como por la aparición, en el 

transcurso de la enfermedad, de modificaciones en el estado de ánimo y de alteraciones 

psicóticas y de la conducta. Se trata de la principal causa de demencia asociada al envejecimiento 

(Morishima-Kawashima y Ihara, 2002). El término demencia se utiliza para describir un 

síndrome adquirido que se caracteriza por un conjunto de signos y síntomas que producen 

deterioro persistente de las capacidades cognitivas y alteran la capacidad funcional en personas 

que no presentan alteración del nivel de conciencia. El deterioro intelectual en adultos con 

demencia es lo suficientemente grave como para interferir en las relaciones sociales (es 

importante diferenciar la demencia de las pequeñas pérdidas de memoria que se dan durante el 

envejecimiento normal). En su conjunto, las demencias se caracterizan por presentar un cuadro 

clínico con síntomas comunes que difieren en su etiología, edad, forma de presentación, curso 

clínico y trastornos asociados.  

1.2 Historia  

En 1906, el neuropatólogo y psiquiatra alemán, Alois Alzheimer 

(1864-1915) (Figura 1), describió las características clínicas y 

anatomopatológicas de la paciente Auguste D, que a sus 51 años 

presentaba un trastorno clínico de delirio celotípico y un deterioro 

progresivo de la memoria, desarrollando finalmente un cuadro de 

demencia con desorientación, afasia, apraxia, agnosia e incapacidad 

para realizar las actividades de la vida diaria. Falleció a los 56 años 

en un estado de demencia avanzada. En la autopsia, el examen 

anatomopatológico reveló atrofia cerebral global y cambios 

característicos en sus estructuras internas, tales como “parches” y 

“nudos de fibras”, fundamentalmente en las neuronas corticales, 
Figura 1. Fotografía de Alois
Alzheimer
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unas estructuras características que posteriormente fueron identificadas como placas seniles o 

amiloides y ovillos neurofibrilares.  

 

En 1910, esta enfermedad fue descrita en la octava edición del Compendium der Psychiatrie  

y fue denominada por Emil Kraepelin como Enfermedad de Alzheimer. Unos años más tarde, 

este término ya estaba establecido y era utilizado por la comunidad científica, incluyendo a 

Ramón y Cajal, quien lo utilizó en diversos trabajos publicados en la década de 1920 (revisado 

en Garcia-Marin y col., 2007). 

 

Al principio, la EA fue considerada como una demencia presenil y, aunque su frecuencia fue 

baja durante la primera mitad del siglo XX, se ha convertido en las últimas décadas en uno de los 

problemas sociosanitarios más importantes debido a las repercusiones sociales y económicas que 

conlleva. La elevada prevalencia de este proceso se debe sobre todo al envejecimiento de la 

población causado por el incremento de la esperanza de vida y la disminución de la mortalidad. 

Hoy en día se sabe que es una demencia de carácter progresivo e irreversible, que sus causas son 

desconocidas y actualmente no existe ningún tratamiento eficaz para prevenirla o evitar su 

progresión. 

1.3 Epidemiología  

La EA constituye el 50-60% de todas las demencias (Selkoe, 2001) siguiéndole en frecuencia 

la demencia vascular, la demencia de cuerpos de Lewy y una larga lista de enfermedades menos 

comunes.  

 

Los estudios de prevalencia permiten conocer el número de casos observados en una zona 

concreta y a partir de ellos orientar la gestión y la planificación de los recursos en una 

determinada área de salud. Existe un gran número de estudios de prevalencia de la EA en los que 

a pesar de la utilización de los mismos criterios diagnóstico, las tasas presentan grandes 

variaciones que sobre todo dependen de la metodología utilizada para el cribado y el ajuste en los 

criterios diagnósticos. Sin embargo, todos los trabajos señalan un incremento exponencial de la 

prevalencia con la edad. Se estima que es de aproximadamente un 1% en la población mundial 

de 60 a 64 años (Fratiglioni y col., 1999; Nestor y col., 2004; Blennow y col., 2006), y un 5% en 
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los sujetos mayores de 65 años. El número de casos se dobla cada 4 ó 5 años hasta llegar a un 

tercio de la población mayor de 85 años (prevalencia de 24-33%) y a la mitad de la población de 

95 o más años (Fratiglioni y col., 1999; Nestor y col., 2004). La mayoría de los estudios indican 

mayor prevalencia de la EA en mujeres y añaden que ésta va aumentando a medida que envejece 

la población. Prácticamente una de cada cinco mujeres de 65 años (un 17.2%) desarrollará 

demencia mientras que en los hombres esta proporción baja a aproximadamente uno de cada diez 

(un 9.1%) (Figura 2). 

 

 
 
Figura 2. Riesgo de padecer EA según edad y sexo. Modificada del informe Alzheimer's disease facts and figures 
2012 de la asociación americana de Alzheimer. 

 

Las estimaciones de prevalencia realizadas para la EA en los próximos años, aunque sujetas 

al efecto de muchos factores como la estabilidad temporal de los grupos de mayor edad de la 

población o los descubrimientos de nuevas terapias, señalan que habrá un incremento de la 

enfermedad que afectará a la población mundial durante la primera mitad del siglo XXI. A partir 

de los datos de población de la Organización Mundial de la Salud se ha estimado que en el año 

2000, el número de casos de demencia en el mundo era de 25,5 millones y se prevé que en el año 

2050 alcance los 114 millones de casos (Wimo y col., 2003). 
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Actualmente, se calculan unos 650.000 casos en España, 6.000.000 en la Unión Europea y 

unos 35 millones en el mundo entero, representando la tercera enfermedad más costosa 

económicamente después de las enfermedades cardiovasculares y el cáncer y la cuarta causa de 

incapacidad a nivel mundial. De este modo, las consecuencias de la EA son incalculables, 

convirtiéndose en un trastorno devastador, no sólo por la pérdida de memoria sino de la 

capacidad para desarrollar una vida independiente; por otro lado supone graves cargas familiares 

y sociales, a lo que se añade un alto coste económico en el tratamiento (hasta ahora no curativo) 

de estos enfermos que requieren una atención integral y continua. Se ha estimado que el coste 

total que supuso la demencia en la población mundial en el año 2009 fue de 422 billones de 

dólares americanos (Wimo y col., 2010) lo que correspondería a aproximadamente unos 323 

billones de euros. 

1.4 Sintomatología 

La EA se caracteriza por la aparición de alteraciones cognitivas que incluyen no sólo fallos 

de memoria, sino también en otras áreas cognitivas, como en el uso del lenguaje, percepción, 

praxis, capacidad para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana, resolver problemas, pensar 

de manera abstracta y realizar juicios, entre otras cosas. Pueden darse episodios paranoides, y 

también irritabilidad, inquietud e incluso agresiones verbales y/o físicas a otras personas, 

normalmente del ambiente familiar, especialmente cuando la demencia avanza y el paciente nota 

una creciente pérdida de control sobre su entorno (Katzman, 1986). También existen alteraciones 

funcionales (dificultad para realizar actividades laborales y cotidianas), alteraciones conductuales 

(aparición de ansiedad, depresión, apatía) y alteraciones somáticas como la pérdida de peso. Los 

síntomas se dividen en tres etapas cuyo desarrollo puede variar de una persona a otra: 

 

-Etapa inicial o leve: al principio, la enfermedad puede pasar desapercibida. Familiares y 

amigos lo pueden ver como una consecuencia normal del envejecimiento. Aparecen pequeñas 

pérdidas de memoria (dificultad para recordar conversaciones o hechos recientes). Problemas de 

comunicación, por ejemplo, no recordar palabras del vocabulario. Apatía general, alejamiento de 

las relaciones sociales, cambios de humor y ciertos rasgos depresivos. Reducción de la capacidad 

del juicio y resolución de nuevas situaciones. 
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-Etapa intermedia o moderada: la enfermedad ya resulta evidente. Aparecen problemas 

conductuales caracterizados por la ira, paranoia, violencia, alucinaciones y repetición en 

preguntas y frases. Pérdida de la capacidad de razonamiento, comprensión y coordinación se 

encuentran visiblemente apáticos y deprimidos. El deterioro avanza con rapidez y los enfermos 

pueden llegar a perderse en lugares familiares y a no ser capaces de reconocer a familia y 

amigos. 

 

-Etapa avanzada o grave: todas las funciones cognitivas se encuentran alteradas. Pérdida de 

la capacidad de comunicación o comunicación con frases inconexas una y otra vez. Presentan 

incapacidad de reconocimiento de familiares y amigos; ni siquiera son capaces de reconocerse 

ellos mismos ante el espejo. Se muestran desorientados y los más afectados se olvidan de andar, 

sentarse y sufren incontinencia. Permanecen horas inmóviles sin actividad y durmiendo. Dejan 

de ser autónomos y necesitan de ayuda constante. Gritan, lloran o ríen sin motivo y no 

comprenden cuando se les habla. Pueden llegar a sufrir rigidez, convulsiones y trastornos 

deglutorios. Muchos de ellos acaban en estado vegetativo. 

1.5 Clasificación de la enfermedad 

La EA se puede clasificar en función de la edad de aparición de los síntomas o en función de 

la forma de herencia. En cuanto a la edad, se distinguen entre formas preseniles (antes de los 60 

años) y formas seniles con aparición de los síntomas a partir de los 60-65 años. En cuanto a la 

forma de herencia, se distinguen la EA familiar, con herencia autosómica dominante, y la forma 

esporádica, EA esporádica, que no sigue ningún patrón de herencia mendeliano. 

1.5.1 Enfermedad de Alzheimer familiar 

La EA familiar constituye únicamente del 1-5% de los casos diagnosticados de Alzheimer. 

También se denomina de inicio temprano porque los síntomas suelen aparecer a partir de los 40 

años (Rosenberg, 2000). Actualmente se conocen tres genes implicados en la EA familiar: el gen 

APP (proteína precursora del amiloide), el gen PSEN1 (presenilina 1) y el gen PSEN2 

(presenilina 2). 
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1.5.1.1 Gen APP 

El gen de la proteína APP se localiza en el cromosoma 21 (21q21.3). Tiene tres isoformas 

principales resultantes del corte y empalme alternativo: APP695, APP751 y APP770 que 

contienen 695, 751 y 770 aminoácidos, respectivamente. Las isoformas APP751 y APP770 están 

expresadas en la mayoría de los tejidos, mientras que APP695 se expresa principalmente en 

neuronas (Rohan de Silva y col., 1997). 

 

Se sospechó de la implicación de este gen por la asociación entre el Síndrome de Down y la 

EA, así como por resultados preliminares de estudios de ligamiento, y se confirmó tras encontrar 

varias mutaciones en una serie de familias con EA de origen británico y japonés. Actualmente se 

conocen cerca de 30 mutaciones (Bertram y col., 2007; Carrasquillo y col., 2010; Alzgene 

database, http://www.alzgene.org), localizadas en los exones 16 y 17, que corresponden a los 

principales sitios de actuación de las enzimas secretasas. A continuación se citan algunos 

ejemplos de mutaciones en el gen APP: 

 

- "Mutación London", fue la primera que se encontró. Se trata de una mutación puntual que 

consiste en la sustitución de una valina por una isoleucina en el codón 717, cerca del extremo 

carboxilo del péptido β-amiloide (Aβ) (Goate y col., 1991). 

 

- "Mutación Swedish", son mutaciones en los codones 670 y 671. Fueron descubiertas en dos 

familias suecas con EA familiar. Consiste en un doble cambio de pares de bases: lisina y 

metionina son reemplazados por ácido aspártico y leucina, respectivamente, justo delante del 

extremo N-terminal del péptido Aβ (Mullan y col., 1992). 

 

- "Mutación Flemish", situada en el codón 692. Se trata de la sustitución de una alanina por 

una glicina  dando lugar a un fenotipo mixto entre EA y una angiopatía congofílica (Hendriks y 

col., 1992). 

 

Muy recientemente se ha identificado la primera mutación codificante que protege tanto de la 

EA como del deterioro cognitivo que ocurre de manera natural en la senescencia (Jonsson y col., 

2012). Esta mutación se encuentra junto al lugar de actuación de la enzima β-secretasa 
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responsable de la generación del péptido Aβ y tiene como consecuencia la reducción en 

aproximadamente un 40% de la formación de placas amiloides in vitro, hecho que probaría la 

hipótesis de que una reducción del corte proteolítico de APP por la enzima β-secretasa puede 

proteger frente a la enfermedad (Jonsson y col., 2012). 

1.5.1.2 Genes PSEN1 y PSEN2 

Los genes que codifican para las proteínas Presenilina1 y Presenilina2 se encuentran 

localizados en el cromosoma 14 (14q24.3) y en el cromosoma 1 (1q31-q42), respectivamente. 

Mutaciones en estos genes incrementan la producción de la forma más larga del péptido Aβ, que 

es el mayor componente de las placas amiloides. La función de las presenilinas reside en la 

regulación del procesamiento de APP a través de la interacción con las γ-secretasas, enzimas que 

cortan el APP. Las presenilinas también están implicadas en la segmentación de los receptores 

Notch que actúan directamente en la regulación de la actividad de las γ-secretasas o actuando 

ellas mismas como enzimas proteolíticas, en la estabilización de la β-catenina y en la 

homeostasis del calcio intracelular. Las mutaciones en estos dos genes (PSEN1 y PSEN2) 

engloban aproximadamente el 95% de los casos de la EA familiar (Hoenicka, 2006). 

1.5.2 Enfermedad de Alzheimer esporádica 

La EA esporádica es una enfermedad de naturaleza multifactorial, que representaría el 90-

95% de los casos, en la que intervendrían factores de riesgo genéticos y también factores de 

riesgo exógenos o ambientales. 

1.5.2.1 Factores de riesgo genéticos 

En los factores de riesgo genéticos se incluyen principalmente polimorfismos en el gen de la 

apolipoproteína E (APOE) localizado en el cromosoma 19. El APOE presenta en humanos tres 

isoformas comunes, APOE2, APOE3 y APOE4 (alelos ε2, ε3 y ε4, respectivamente) distribuidas 

de forma que la isoforma 3 es la mayoritaria y la 2 y la 4 se consideran variantes (Saunders, 

2001). Se sabe que la EA es más frecuente en los sujetos portadores del alelo ε4, especialmente 

en los casos homocigóticos para dicho alelo, por lo que tener un familiar de primer grado 

afectado o portar el alelo ε4 del gen APOE constituye un factor de riesgo para la EA (Strittmatter 

y col., 1993). Por el contrario, se ha postulado un efecto opuesto para el alelo ε2, que tendría por 
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tanto un papel protector (Benjamin y col., 1994). El gen APOE codifica para una 

apolipoproteína, la apolipoproteína E (ApoE), cuya función principal es transportar lípidos y 

colesterol en el cuerpo humano (Bell y Zlokovic, 2009). Sin embargo, el mecanismo por el que 

la proteína ApoE está implicada en la EA no está claro, encontrándose diversas revisiones al 

respecto (Mahley y col., 1996; Saunders y col., 2000; Martins y col., 2006). 

 

 

Figura 3. Factores de riesgo genéticos en la EA. Los distintos genes implicados en la EA intervienen en multitud de 
rutas celulares, hecho que ilustra la complejidad de la enfermedad. Modificada de Eisenstein, 2011. 

 

El papel que juega el gen APOE está apoyado por la existencia de variantes en otros genes 

también relacionados con el metabolismo del colesterol que incrementan el riesgo de padecer 

EA. Este es el caso del gen PICALM (Harold y col., 2009; Naj y col., 2011), que codifica para 

una proteína que ayuda a la proteína ApoE en el transporte de lípidos, y el gen ABCA7 

(Hollingworth y col., 2011), también implicado en el transporte del colesterol. 

 

El gen CLU, que codifica para la proteína clusterina, es uno de los nuevos factores genéticos 

más fuertemente asociados con la EA (Lambert y col., 2009; Naj y col., 2011). Se cree que la 

clusterina está implicada tanto en la agregación del péptido Aβ como en su aclaramiento. Otro 

factor de riesgo es el receptor complemento 1 (CR1) (Lambert y col., 2009; Naj y col., 2011), un 
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componente muy importante de la respuesta inmune innata ante una infección, aunque también 

está relacionado con el aclaramiento del Aβ circulante. Sin embargo, polimorfismos en los genes 

CLU y CR1 contribuirían en un 15% al riesgo general de padecer la enfermedad, mucho menos 

que el riesgo que supondría el gen APOE. 

 

En la figura 3 aparecen algunos de los principales factores de riesgo genéticos propuestos 

hasta la fecha. 

1.5.2.2 Factores de riesgo exógenos o ambientales 

Los principales factores de riesgo exógenos que se han propuesto para la EA son: 

 

-La edad avanzada: es el factor de riesgo por excelencia ya que la mayoría de los casos de 

EA aparecen en personas de 65 años o mayores (Amaducci y Tesco, 1994). 

 

-Sexo: las mujeres tienen mayor riesgo de padecer EA (Carter y col., 2012). Además, la 

severidad de la enfermedad es más acusada en mujeres al presentar mayor deterioro cognitivo 

que hombres con EA (Irvine y col., 2012). 

 

-Historial familiar: los individuos con un padre, hermano o hermana con EA pueden 

desarrollar la enfermedad con mayor probabilidad que aquellos que no tienen un familiar de 

primer grado con EA (Mayeux y col., 1991; Fratiglioni y col., 1993) y aquellos que tienen más 

de un familiar directo con EA tienen un riesgo mayor de padecer la enfermedad (Lautenschlager 

y col., 1996). 

 

-Traumatismo craneal: haber sufrido un traumatismo encefálico o una lesión cerebral supone 

un mayor riesgo de padecer EA y otras demencias. Una lesión cerebral de gravedad moderada 

está asociada con un riesgo dos veces mayor de desarrollar EA, mientras que lesiones muy 

graves están asociadas con un incremento de 4,5 veces del riesgo de desarrollo de EA (Plassman 

y col., 2000; Sivanandam y Thakur, 2012). 
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-Enfermedades cardiovasculares: el cerebro está irrigado por una de las redes de vasos 

sanguíneos más extensa del cuerpo humano y cada día hay más evidencias de que la salud mental 

está fielmente ligada a la salud del corazón y de los vasos sanguíneos. Los factores de riesgo de 

la enfermedad cardiovascular como la inactividad física, niveles altos de colesterol (Solomon y 

col., 2009), diabetes (Yaffe y col., 2011), consumo de tabaco (Anstey y col., 2007; Rusanen y 

col., 2011) y obesidad (Whitmer y col., 2008), están asociados con un mayor riesgo de desarrollo 

de EA y otras demencias (Pendlebury y Rothwell, 2009). De hecho, algunas de las principales 

estrategias para la prevención de la demencia incluyen el control de los factores de riesgo 

vasculares, incluyendo la diabetes, hipertensión, dislipidemia y obesidad (Middleton y Yaffe, 

2009). 

 

-Bajo nivel educacional: las personas con un menor nivel educacional tienen menor 

capacidad de compensación de los daños cognitivos que aparecen en los primeros estadios de la 

EA (Reiman y Caselli, 1999). 

 

-Dieta: una dieta rica en frutas y verduras en ancianos sanos se ha asociado con un menor 

estrés oxidativo que en aquellos con menor aporte de estos vegetales. Sin embargo, el efecto que 

esta disminución del estrés oxidativo tiene sobre el deterioro cognitivo todavía no está muy claro 

(Polidori y col., 2009). En los últimos años se ha prestado mucha atención a la dieta 

mediterránea, que es particularmente rica en antioxidantes, vitaminas C y E, ácidos grasos 

poliinsaturados y componentes polifenólicos. De hecho, muchos estudios in vitro, en animales o 

en la población, han puesto de manifiesto efectos positivos de la dieta mediterránea sobre la 

prevención de EA, aunque existen controversias al respecto (revisado en Vassallo y Scerri, 

2012). 

 

-Obesidad: cada vez un mayor número de evidencias señalan que la obesidad modula 

enfermedades no vasculares incluyendo la EA (Profenno y col., 2010; Lee, 2011; Anstey y col., 

2011; Xu y col., 2011). Diferentes estudios han puesto de manifieso que la obesidad en la etapa 

adulta está asociada con un aumento del riesgo de sufrir demencia (Beydoun y col., 2008; 

Whitmer y col., 2008). Sin embargo, en una edad más cercana a la senescencia, la rápida pérdida 

de peso también ha sido relacionada con la demencia (Barrett-Connor y col., 1996; Fitzpatrick y 
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col., 2009). Esta disociación entre resultados se conoce como "la paradoja de la obesidad" 

(Fitzpatrick y col., 2009). Adicionalmente, y apoyando la idea de que la obesidad aumenta el 

riesgo de sufrir demencia, se ha visto que un índice de masa corporal elevado afecta a la 

integridad de las estructuras cerebrales, tanto en ancianos sanos (Raji y col., 2009) como en 

pacientes con EA o con alteraciones cognitivas (Ho y col., 2010), al observar que la obesidad 

está asociada con menor volumen cerebral. 

 

-Enfermedades infecciosas: la posible implicación de agentes infecciosos en la etiología de 

distintas enfermedades de la edad adulta, entre las que se incluye la EA esporádica (Dobson y 

col., 2003), es cada vez más evidente. A lo largo de los años se han relacionado diferentes 

agentes infecciosos con la EA al contribuir a la patofisiología de la enfermedad o a los cambios 

cognitivos. Entre ellos destacan sobre todo infecciones por el virus herpes simple tipo 1 (HSV-1) 

(Itzhaki, 2004; Bullido y col., 2008). 

 

-Metales: Muchos estudios in vitro e in vivo han puesto de manifiesto la importancia que 

juegan metales específicos, como el cobre, hierro y zinc, en diferentes rutas tóxicas que se 

desarrollan en la EA, ya que parecen mediar la agregación y neurotoxicidad del péptido Aβ 

(revisado en Pithadia y Lim, 2012). Además, alteraciones en la homeostasis de los metales se han 

correlacionado con marcadores específicos de la EA, como el Aβ o la proteína tau, en el líquido 

cefalorraquídeo (LCR), sugiriendo que la acumulación de metales en ciertas áreas puede ser 

responsable de la alteración sistémica presente en la enfermedad (revisado en Squitti, 2012). 

1.6 Neuropatología de la enfermedad 

En la EA subyace un sustrato neurobiológico muy complejo. Su etiología es hasta ahora 

desconocida y los procesos patológicos responsables de la progresión de los estadios clínicos no 

se comprenden en su totalidad. Sin embargo, está claro que los mecanismos de comunicación 

intercelular se encuentran alterados, si no interrumpidos. Estas modificaciones implican a varios 

neurotransmisores, neuropéptidos y neuromoduladores, con sus correspondientes vías 

metabólicas, procesamiento de proteínas y elementos del metabolismo celular energético y 

oxidativo.  
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A nivel anatómico se producen lesiones macroscópicas como atrofia cerebral, degeneración 

del hipocampo (asociada con pérdida de memoria), lóbulos frontales, lóbulos parietales, 

ventrículos laterales y locus ceruleus (asociados con depresión y alteraciones del sueño) (Figura 

4), y lesiones microscópicas, principalmente los dos tipos de depósitos proteínicos distintos que 

son los distintivos más importantes de la enfermedad: los depósitos de Aβ y los ovillos 

neurofibrilares, pero también aparecen inflamación, atrofia y pérdida neuronal, alteraciones 

sinápticas y defectos y pérdida de espinas sinápticas. La degeneración neuronal normalmente 

implica cambios concomitantes en otras células, como respuestas inflamatorias en astrocitos y en 

células de la microglía.  

 

Figura 4. Lesiones macroscópicas de la EA. Imágenes obtenidas a través la técnica de resonancia magnética que 
muestran los efectos de la EA sobre la morfología cerebral respecto a un cerebro sano. Modificada de Zhang y col., 
2012.  

1.6.1 Péptido amiloide 

1.6.1.1 Proteína APP 

La proteína APP pertenece a la familia de proteínas que incluyen la proteína APP-like 1 

(APLP1) y la 2 (APLP2) en mamíferos (Wasco y col., 1992; Wasco y col., 1993) todas son 

proteínas transmembrana de tipo I y son procesadas del mismo modo. 

 

El APP es sintetizado en el retículo endoplasmático y transportado a través del aparato de 

Golgi hasta el Trans Golgi, donde se encuentra la mayor concentración de APP (Hartmann y 

col., 1997; Xu y col., 1997; Greenfield y col., 1999). El péptido Aβ se genera tanto en el retículo 

endoplásmico como en el Golgi/Trans Golgi (Greenfield y col., 1999). Desde el Trans Golgi el 

APP puede ser transportado en vesículas secretoras derivadas del mismo Trans Golgi hasta la 

EA Control
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superficie celular para ser procesado por la α-secretasa para producir una molécula soluble de 

APP, la sAPPα (Sisodia, 1992), o para ser  reinternalizado mediante la via de degradación 

endosomal-lisosomal (Nordstedt y col., 1993; Caporaso y col., 1994). Se ha propuesto que el Aβ 

también se puede generar en el sistema endosomal/lisosomal (Haass y col., 1993) y en los 

exosomas (Rajendran y col., 2006; Pérez-González y col., 2012).  

 

Distinguimos dos tipos de vías de procesamiento del APP según el tipo de escisiones que 

sufre por las proteasas: la vía no amiloidogénica en la que interviene la α-secretasa, y la via 

amiloidogénica, protagonizada por la β-secretasa. 

1.6.1.1.1 Vía no amiloidogénica 

La escisión del APP a través de una α-secretasa evita la formación del péptido Aβ ya que el 

sitio de corte de esta proteasa está dentro del dominio Aβ (entre los residuos Lys16 y Lys17). 

Como consecuencia de este procesamiento se libera el ectodominio amino-terminal soluble del 

APP, llamado sAPPα, al lumen extracelular o al lumen vesicular, mientras que un fragmento C-

terminal de 83 aminoácidos (CTFα) queda anclado a la membrana para ser procesado por la γ-

secretasa y generar un pequeño fragmento N-terminal soluble e hidrofóbico, P83, cuya función 

normal y papel en la EA, si la tiene, es desconocida, y un fragmento C-terminal unido a la 

membrana (AICD, o dominio APP intracelular), que podría estar involucrado en la señalización 

nuclear vía regulación transcripcional y en el transporte axonal a través de su habilidad para 

asociarse con una gran cantidad de diferentes proteínas. En la figura 5A se muestran los 

fragmentos proteolíticos del APP generados en la vía no amiloidogénica. 

 

A diferencia del Aβ, el sAPPα tiene un importante papel en la supervivencia y plasticidad 

neuronal y es protector frente a la excitotoxidad (Furukawa y col., 1996; Mattson, 1997). 

Además, el sAPPα también regula la proliferación de las células madre neuronales y es 

importante para las primeras etapas del neurodesarrollo (Ohsawa y col., 1999; Caille y col., 

2004). La expresión de sAPPα por si sóla es capaz de recuperar las anomalías que presentan los 

animales deficientes para APP (Ring y col., 2007), sugiriendo que la mayor parte de la función 

fisiológica del APP está mediada por el sAPPα. 
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1.6.1.1.2 Vía amiloidogénica: generación del péptido Aβ 

El primer paso necesario para la generación de Aβ es el corte del APP por una β-secretasa. 

En los años 1999 y 2000, varios grupos identificaron a la enzima BACE1 (también llamada Asp2 

o memapsina2) como la principal β-secretasa (Sinha y col., 1999; Vassar y col., 1999; Yan y 

col., 1999). BACE1 es una aspartil proteasa transmembrana de tipo I (Sinha y col., 1999; Vassar 

y col., 1999) que se localiza principalmente en la cara Trans Golgi y en compartimentos 

endosomales. 

 

 

Figura 5. Diagrama esquemático del procesamiento de APP (no está dibujado en proporción). A, se muestran los 
productos de la vía no amiloidogénica: sAPPα, CTFα, P83 y AICD. B, procesamiento en la vía amilodogénica con 
obtención de Aβ, CTFβ, sAPPβ y AICD. Modificada de Zhang y col., 2007. 

 

Tras la actividad β-secretasa sobre el APP se produce un ectodominio N-terminal soluble 

(sAPPβ) y un fragmento C-terminal unido a la membrana (CTFβ) (Figura 5B) Este corte se 

produce más cerca del extremo N-terminal del APP que con la α-secretasa, produciendo un 

CTFβ de 99 residuos aminoacídicos, más largo que el CTFα. Posteriormente a la actividad β-

secretasa, el fragmento CTFβ es procesado por la γ-secretasa (como ocurre en la vía no 

amiloidogénica), produciendo un fragmento C-terminal unido a la membrana (AICD), el mismo 

que en la otra vía, y un fragmento N-terminal soluble, el Aβ, que dependiendo del punto exacto 

de corte produce tres formas principales, Aβ-38, Aβ-40 y Aβ-42, de 38, 40 o 42 residuos 

aminoacídicos, respectivamente. Una vez formados estos péptidos son secretados fuera de las 

células. Estos monómeros solubles se agregan para formar complejos multiméricos solubles 
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(dímeros y trímeros de bajo peso molecular) e insolubles (fibrillas y protofibrillas de elevado 

peso molecular). Las agrupaciones de fibrillas y otras especies intermedias son las que forman 

parte de las placas amiloides características de la EA. 

1.6.1.2 El péptido Aβ 

El péptido Aβ tiene una longitud variable y un tamaño de 4-6 KDa (Glenner y Wong, 1984). 

El péptido Aβ-42 es más hidrofóbico que el Aβ-40, forma agregados y oligómeros con mayor 

facilidad, y tiende a formar oligómeros estables triméricos y tetraméricos, mientras que el Aβ-40 

no tiene estas propiedades, aunque éste último constituye el 90% del total de Aβ generado. 

Algunas especies de oligómeros de Aβ son lo suficientemente pequeños y solubles como para 

difundir a través del parénquima cerebral hacia la hendidura sináptica y afectar tanto a la 

estructura como a la función sináptica, y en último término la supervivencia neuronal (Haass y 

Selkoe, 2007). 

1.6.2 Placas amiloides 

Las placas amiloides son el resultado de la acumulación extracelular los péptidos Aβ-40 y 

Aβ-42. Aunque se desconocen los mecanismos que contribuyen al proceso de formación de las 

placas amiloides, se cree que aparece en primer lugar la placa difusa, la cual daría lugar a la 

placa madura amiloide (Yamaguchi y col., 1994). Una placa difusa estaría constituída 

principalmente por Aβ-42 que con el transcurso del tiempo terminaría constituyendo un núcleo 

sólido de Aβ-42 al que se incorporarían moléculas de Aβ-40, así como otros muchos 

componentes no amiloideos, como ubiquitinas o α-sinucleínas (Yang y col., 2000) para formar la 

placa madura amiloide (Figura 6). Las placas maduras se tiñen con tinciones específicas para la 

conformación β-laminar, como es el caso de la tinción Congo-Red y Tioflavia-S, y se encuentran 

normalmente rodeadas de neuritas distróficas (terminaciones neuronales degeneradas, tanto 

axonales como dendríticas) y algunas células gliales como astrocitos y microglía activada. 

1.6.3 Ovillos neurofibrilares 

Los ovillos neurofibrilares están formados por parejas de filamentos cruzados 

helicoidalmente, cuyo componente principal es la proteína asociada a microtúbulos tau (Wischik 

y col., 1988). La proteína tau, que tiene una función estabilizadora de los microtúbulos, aparece 
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en los ovillos altamente fosforilada, insoluble y difícilmente degradable. Los ovillos 

neurofibrilares se presentan principalmente en neuronas piramidales del hipocampo, corteza 

entorrinal y parahipocampal, núcleos del tronco, y en fases más avanzadas de la enfermedad, en 

diversas zonas del neocórtex (Corder y col., 2000) (Figura 6).  

 

Está ampliamente reconocido que los depósitos de Aβ aparecen antes que la acumulación de 

la proteína tau hiperfosforilada en el cerebro de enfermos con EA. Estudios recientes han puesto 

de manifiesto que oligómeros solubles de Aβ son capaces de acelerar la hiperfosforilación de tau 

(Ma y col., 2009; Zempel y col., 2010; Jin y col., 2011), posiblemente involucrando la vía de 

señalización Akt- GSK3β (Glucógeno sintasa quinasa 3β) (Tokutake y col., 2012). Por otro lado, 

se ha descrito que la reducción de tau endógena permite paliar las alteraciones cognitivas 

inducidas por Aβ en un modelo animal de amiloidosis (Roberson y col., 2007). 

 

 
 

Figura 6. Lesiones microscópicas observadas en la EA. A, placas amiloides teñidas con la tinción de rutina 
Hematoxilina-Eosina (HE) en corteza cerebral. B, ovillo neurifibrilar de una neurona piramidal del hipocampo 
teñido con HE. C, tinción de plata que muestra las dos lesiones, placa amiloide y ovillo neurofibrilar. D, placas 
amiloides visualizadas mediante un ensayo de inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo específico anti-Aβ-42. 
E, ovillos neurofibrilares visualizados con un anticuerpo específico anti-PHF1. Modificada de Serrano-Pozo y col., 
2012. 
 

1.6.4 Alteraciones sinápticas en la EA 

Las sinapsis constituyen la unión intercelular especializada entre neuronas. A través de estos 

contactos se realiza la transmisión de las señales eléctricas o químicas en el cerebro. El terminal 

nervioso de las neuronas está lleno de pequeñas vesículas sinápticas implicadas en el 

almacenamiento y liberación de los neurotransmisores. Estas vesículas están constituídas por 

proteínas sinápticas, como las sinapsinas, que constituyen las principales proteínas periféricas en 

la cara citoplasmática de las vesículas, o la sinaptofisina, que es la principal proteína integral de 

membrana de las vesículas sinápticas. 
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Las espinas dendríticas son pequeñas protusiones membranosas de las dendritas donde se 

localizan las sinapsis. Las sinapsis y las espinas dendríticas son estructuras dinámicas 

responsables de la plasticidad neuronal que ocurre durante el aprendizaje y la memoria (Kandel y 

Schwartz, 1982). En términos electrofisiológicos, la plasticidad sináptica se refleja en los 

procesos que conocemos como potenciación a largo plazo (LTP: Long-term potentiation) o 

depresión a largo plazo (LTD: Long- term depression). Una actividad sináptica incrementada, 

abre los receptores N-metil D-aspartato (NMDA) permitiendo cambios de larga duración en los 

receptores postsinápticos AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) y 

LTP en la transmisión sináptica. Por otro lado, niveles bajos de estimulación sináptica pueden 

activar los receptores NMDA para producir LTD. A nivel morfológico, la LTP está generalmente 

asociada con el crecimiento de las espinas dendríticas, mientras que la LTD puede inducir la 

reducción de receptores postsinápticos AMPA y la pérdida de espinas  (Man y col., 2000; Snyder 

y col., 2001; Zhou y col., 2004). La formación, mantenimiento y plasticidad de las sinapsis se 

asocia con cambios en la morfología y en el número de espinas (Bourne y Harris, 2008), cambios 

que están alterados en enfermedades neurodegenerativas como es el caso de la EA (Gouras y 

col., 2010). 

 

Gran cantidad de estudios han examinado la relación entre grado de déficit cognitivo y 

número de placas seniles y ovillos neurofibrilares, y mientras que, en general el número de 

ovillos se correlaciona mejor que el número de placas con la severidad de la demencia, 

posiblemente las mejores correlaciones estadísticas ocurren entre medidas de densidad sináptica 

y grado de demencia (DeKosky y Scheff, 1990; Jacobsen y col., 2006; Masliah y col., 2006). 

 

A través de la cuantificación de marcadores sinápticos mediante marcajes 

inmunohistoquímicos o microscopía electrónica (ME) se han documentado descensos 

significativos en la densidad sináptica en corteza e hipocampo de cerebros con EA (revisado en 

Scheff y Price, 2003). Además, el descenso del número de sinapsis y su densidad, parece 

desproporcionado con relación a la pérdida de células neuronales (DeKosky y Scheff, 1990; 

Bertoni-Freddari y col., 1996), lo que sugiere que la reducción de los terminales sinápticos puede 

preceder a la muerte de neuronas en el proceso de la enfermedad. La alteración sináptica en el 
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hipocampo y en la corteza en las fases iniciales de la EA es atribuida a la presencia de 

oligómeros de Aβ (Walsh y Selkoe, 2004; Selkoe, 2008). 

1.6.5 Respuestas inflamatorias en la EA 

Se ha demostrado ampliamente que las respuestas inflamatorias e inmunes pueden tener lugar 

tanto a nivel del SNC como en la periferia. Las respuestas inmunes e inflamatorias en el SNC se 

observan en varias enfermedades neurodegenerativas, como la EA, la enfermedad de Parkinson, 

la esclerosis lateral amiotrófica, la esclerosis múltiple y el infarto, siendo las células microgliales 

y los astrocitos las células responsables de esta respuesta inflamatoria. 

1.6.5.1 Activación de la microglía 

A finales de los años 80 se descubrió que la microglía en la corteza cerebral de un sujeto con 

EA se podía marcar con anticuerpos contra el complejo mayor de histocompatibilidad tipo II 

(MHCII), un marcador clásico de células activadas del sistema inmune (Luber-Narod y Rogers, 

1988; Rogers y col., 1988). Actualmente, la microglía está reconocida como la primera línea de 

defensa ante situaciones de emergencia en el SNC. La microglía está constituída por macrófagos 

residentes en el cerebro que tienen un papel fundamental en la respuestas inflamatorias e 

inmunes innatas en diferentes trastornos neurológicos, entre ellos la EA (Mandrekar-Colucci y 

Landreth, 2010). 

 

La microglía tiene la capacidad de atacar a patógenos potenciales y de eliminar desechos 

celulares contribuyendo al mantenimiento de un cerebro sano (Wyss-Coray, 2006). Estos 

mecanismos de apoyo de la microglía han sido enfatizados recientemente en el trabajo de Streit y 

Xue (Streit y Xue, 2009), donde los autores argumentan que la única microglía "mala" es aquella 

que está muerta. Sin embargo, encontramos en la literatura muchas referencias de los 

mecanismos de ataque de la microglía ante una enfermedad neurológica, sugiriendo que nos 

encontramos ante un campo bastante complejo. Por ejemplo, las células de microglía in vitro 

secretan una gran variedad de factores inflamatorios que afectan a las neuronas vecinas y a sus 

prolongaciones. Algunos de estos factores son las especies reactivas de oxígeno (Coraci y col., 

2002), algunas citoquinas como la interleuquina-1β, la interleuquina-6, el factor de necrosis 

tumoral α y el interferon-γ (Lue y col., 2001). Pero además, la microglía también expresa 
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receptores asociados con la activación de la inflamación, ataque y fagocitosis, como por ejemplo 

receptores de citoquinas (revisado en Akiyama y col., 2000) entre otros. De hecho, se ha 

observado un efecto neuroprotector mediado por cannabinoides al bloquear la activación de la 

microglía en un modelo animal de amiloidosis (Ramirez y col., 2005; Martin-Moreno y col., 

2011). Por otro lado, la microglía es capaz también de secretar mediadores anti-inflamatorios y 

factores de crecimiento como interleuquina-4, interleuquina-10, interleuquina-13 y el factor de 

crecimiento tumoral β (revisado en Wyss-Coray, 2006; Colton, 2009), tal y como hacen los 

monocitos en la fase de reconstrucción del tejido tras el ataque inflamatorio. Por todo ello, en las 

dos últimas décadas ha habido mucha controversia sobre si la activación microglial se debe 

considerar como una respuesta beneficiosa o perjudicial para el SNC. 

 

Aunque son muchos los posibles estímulos responsables de desencadenar una respuesta 

inflamatoria en cerebros de pacientes con EA, los agregados de Aβ parecen ser especialmente 

potentes, como así lo indica la densa acumulación de microglía que expresa MHCII y otros 

marcadores de activación dentro y alrededor de los depósitos amiloides (Luber-Narod y Rogers, 

1988; Rogers y col., 1988). Además, se ha identificado el papel de la microglía en la degradación 

de la placa amiloide en diferentes estudios (Paresce y col., 1996; Paresce y col., 1997; Kakimura 

y col., 2002; Takata y col., 2007; Takata y col., 2010). 

1.6.5.2 Astrogliosis reactiva 

Los astrocitos son las células esenciales de apoyo en el cerebro. Interaccionan con las 

neuronas en numerosas funciones como en la secrección y reciclaje de neurotransmisores, la 

homeostasis, la regulación de la energía metabólica, el remodelamiento sináptico y la 

modulación del estrés oxidativo. Como la microglía, los astrocitos responden rápidamente a la 

patología con cambios en su morfología, antigenicidad y función, y sus estados reactivos han 

sido reconocidos tanto por su potencial beneficioso, como por sus consecuencias destructoras 

(revisado en Sofroniew y Vinters, 2010). Los astrocitos reactivos llegan a ser hipertróficos 

mostrando una producción exacerbada de la proteína de glía fibrilar ácida (GFAP) y pudiendo 

formar cicatrices gliales que dificultan la regeneración de los axones neuronales (Block y Hong, 

2005). 
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En cerebros de pacientes con EA (Sofroniew y Vinters, 2010) y en los de ratones 

transgénicos modelos de amiloidosis (Carro y col., 2006b; Rodriguez y col., 2009), los astrocitos 

reactivos ocupan posiciones periféricas a las placas, rodeando los depósitos de Aβ y algunos 

estudios sugieren que estos astrocitos reactivos son capaces de captar y degradar el Aβ (Nagele y 

col., 2003; Wyss-Coray y col., 2003; Koistinaho y col., 2004). 

1.6.6 Hipótesis de la cascada amiloide 

En 1992, los investigadores John A. Hardy y Gerald A. Higgins (Hardy y Higgins, 1992) 

propusieron por primera vez la hipótesis de la cascada amiloide (Figura 7), según la cual la 

deposición de la proteína amiloide era la principal causa resposable en la aparición de la 

patologia de la EA con aparición de ovillos neurofibrilares, muerte celular, daño vascular y 

demencia.  

 

Figura 7. Hipótesis de la cascada amiloide. La flecha lateral izquierda indica que los oligómeros de Aβ además de 
activar microglía y astrocitos, también pueden dañar directamente las sinapsis y las neuritas de las neuronas 
neuronales. Modificada de Hardy y Selkoe, 2002. 
 

Para ello se basaron en la presencia de la patología amiloide en el síndrome de Down, 

causado por una trisomía en la región del cromosoma 21 que contiene el gen APP. El síndrome 

Mutación en los genes APP, PSEN1 o PSEN2

Aumento de la producción y acumulación de Aβ42

Efectos de los oligómeros de Aβ sobre las sinapsis

Activación microglial y astrocítica

Daño sináptico y neurítico progresivo

Alteración de la homeostasis iónica neuronal

Actividad quinasa/fosfatasa alterada
Ovillos
Neurofibrilares

Expansión de la disfunción neuronal y muerte celular

Demencia
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de Down cursa sin patología neurofibrilar por lo que concluyeron que no es necesaria la 

presencia de la proteína tau hiperfosforilada para el inicio de la enfermedad. Esta idea ha sido 

secundada durante años pero también ha causado bastante controversia.  

1.7 Tratamiento de la enfermedad de Alzheimer 

Actualmente no existe ninguna terapia ni curativa ni preventiva de la EA. Los objetivos 

clínicos en el tratamiento de la enfermedad son principalmente: (1) aliviar los síntomas 

cognitivos, (2) aliviar los síntomas comportamentales y psicológicos de la demencia y (3) 

ralentizar el progreso de la enfermedad. La farmacoterapia actual se centra principalmente sobre 

los sistemas colinérgico y glutamatérgico y sólo actúa frente a los síntomas, no evita el progreso 

habitual de la enfermedad.  

1.7.1 Inhibidores de la colinesterasa 

Uno de los principales neurotransmisores encontrados en el espacio sináptico de las 

neuronas, en regiones cerebrales encargadas de la memoria, es la acetilcolina. En el transcurso de 

la EA existe una pérdida importante de neuronas colinérgicas que conlleva a una disminución de 

la transmisión colinérgica (Mangialasche y col., 2010). Los inhibidores de la colinesterasa 

aumentan la transmisión sináptica colinérgica al inhibir a la enzima acetilcolinesterasa presente 

en la hendidura sináptica. De esta manera, disminuye la hidrólisis de acetilcolina que es liberada 

por las neuronas presinápticas. El primer fármaco inhibidor de la colinesterasa que se utilizó fue 

la tacrina pero actualmente no se utiliza por su descrita toxicidad a nivel hepático. Donezepil, 

rivastigmina y galantamina son los tres fármacos que se utilizan en la actualidad (Tabla 1). 

1.7.2 Antagonistas del receptor NMDA 

Los receptores NMDA son abundantes en las células piramidales del hipocampo y de la 

corteza (áreas relacionadas con la cognición, aprendizaje y memoria). El mecanismo implicado 

en el aprendizaje y memoria conlleva una LTP mediada por el neurotransmisor glutamato a 

través de la vía del receptor NMDA. La sobreactividad del receptor NMDA por una liberación 

excesiva de glutamato supone un aumento en la entrada de iones calcio en la célula que causan 

excitoxicidad en las neuronas, evento que ha sido relacionado con los problemas de memoria 
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característicos de la EA (Wenk y col., 2006). La memantina es un antagonista específico, no-

competitivo y de afinidad moderada del receptor NMDA (Tabla 1). La rápida cinética de la 

memantina disminuye la excitotoxicidad de la neurona inducida por el glutamato al mismo 

tiempo que permite las acciones fisiológicas del glutamato sobre el aprendizaje y la memoria 

(Witt y col., 2004). 

 

Fármaco Clase Dosis 

(mg/día) 

Administración 

(veces/día) 

Absorción afectada 

por la comida 

Metabolismo 

Donezepil 
(Aricept) 

Inhibidor de la 
colinesterasa 

5-10 1 No CYP2D6 
CYP3A4 

Rivastigmina 
(Exelon) 

Inhibidor de la    
colinesterasa 

3-12 2 Sí No hepático 

Galantamina 
(Reminyl) 

Inhibidor de la    
colinesterasa 

8-32 2 Sí CYP2D6 
CYP3A4 

Memantina 
(Ebixa) 

Antagonista del receptor 
NMDA 

5-20 2 No No hepático 

 

Tabla 1. Fármacos utilizados en el tratamiento de los síntomas de la EA. Modificada de Chu, 2012. 
 

1.7.3 Terapias emergentes 

Actualmente, la mayoría de los tratamientos que se están investigando están basados en la 

hipótesis de la cascada amiloide. Las investigaciones que están en marcha trabajan en 

moduladores de secretasas, inmunoterapia, agentes anti-inflamatorios, antioxidantes y agentes 

neuroprotectores (Figura 8), enfocados sobre todo a intentar disminuir la carga de Aβ, la 

fosforilación de la proteína tau o ambos. Existen fármacos que pueden actuar sobre la proteína 

tau pero los intentos de disminuir la carga de Aβ tienen una tradición más larga. 

 

 

Figura 8. Estrategias y direcciones en la búsqueda de nuevos tratamientos que modifiquen el curso de la EA. 
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Estas son algunas de las estrategias curativas o neuroprotectoras sobre las que se está 

investigando: 

  

-Disolventes de Aβ: se trata por ejemplo de amirapirazoles acilados oligoméricos (Rzepecki 

y col., 2004) o poli-L-lisinas (Nguyen y col., 2002). Existe un gran interés en la utilización de 

sustancias químicas que cambien la configuración de la proteína Aβ, impidan su depósito y 

faciliten su eliminación, pero estos productos tienen problemas ya que en general son sustancias 

polares, potencialmente tóxicas, que no penetran bien en el cerebro y que por tanto pueden no ser 

eficaces. 

  

-Transportadores de Aβ: por ejemplo, el polietilenglicol. En animales experimentales ha 

mostrado capacidad de mejorar la acumulación de Aβ y el trastorno de la función neuronal que 

se produce tras el traumatismo craneal (Koob y Borgens, 2006). 

  

-Vacunas: suponen la terapia más innovadora de la última década. Consiste en la 

estimulación del aclaramiento del péptido amiloide mediante la administración del antígeno Aβ 

(vacunación activa) o de anticuerpos anti-Aβ (vacunación pasiva). Han sido varias las vacunas 

que se han testado en investigación clínica durante los últimos años. La primera vacuna activa, la 

AN1762 (Fox y col., 2005), estaba compuesta de preagregados de Aβ junto con un coadyuvante 

inmunológico, el QS-21. Desafortunadamente este estudio debió de ser suspendido porque un 

6% de los pacientes desarrollaron meningo-encefalitis. Sin embargo, pudo demostrarse que el 

procedimiento podría ser útil puesto que los pacientes que desarrollaron anticuerpos presentaron 

mejoría clínica. Más tarde aparecieron el Bapineuzumab, compuesto por anticuerpos dirigidos 

directamente contra la región terminal del Aβ, y el Solanezumab, que se componía de 

anticuerpos contra la región media del péptido amiloide. Bapineuzumad previene la acumulación 

de Aβ en pacientes con EA de leve a moderada y disminuye los niveles de la proteína tau 

fosforilada en el LCR (revisado en Panza y col., 2012). Sin embargo, muy recientemente se ha 

discontinuado el ensayo clínico de administración intravenosa de Bapineuzumab, que ya había 

alcanzado la fase 3, al no observar mejora cognitiva en los pacientes tratados al comparlos con 

aquellos a los que se les administró placebo.  
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-Terapia neuroprotectora y antioxidante: la profundización en las investigaciones sobre 

neuroprotección, así como la utilización de sustancias antioxidantes constituyen dos puntos clave 

en el futuro del tratamiento de la EA. De hecho, muchos han sido los ensayos clínicos realizados 

con factores neurotróficos. Muy recientemente se han publicado los resultados de un ensayo 

clínico de administración del factor de crecimiento nervioso (NGF: Nerve growth factor). En los 

últimos años han sido diferentes los ensayos realizados mediante la administración de insulina 

via intranasal en pacientes con EA (Reger y col., 2006; Djupesland, 2008; Reger y col., 2008a; 

Reger y col., 2008b; Stein y col., 2011). Además, muy recientemente se han publicado los 

resultados de un ensayo clínico (Craft y col., 2012) en el que la insulina mejoraba la memoria y 

otros aspectos del deterioro cognitivo en individuos con EA. En este aspecto, la leptina, una 

hormona peptídica que ya se ha utilizado de manera exitosa en ensayos clínicos para el 

tratamiento de diferentes alteraciones metabólicas (Licinio y col., 2004; Lee y col., 2006; 

Brennan y Mantzoros, 2006), podría tener el potencial para actuar como una molécula 

neuroprotectora en la EA. 

 

-Terapia génica: el campo de la terapia génica in vivo ha madurado hasta el punto de que 

existen ensayos clínicos usando esta estrategia en enfermedades neurológicas crónicas, como es 

el caso de la EA (Tuszynski y col., 2005), mediante la transferencia de genes terapéuticos. Este 

apartado será descrito en profundidad en el apartado 3. 

1.8 Modelos animales utilizados en el estudio de la enfermedad de Alzheimer 

El progreso en la investigación científica durante las últimas dos décadas ha permitido 

conocer genes responsables de la susceptibilidad a padecer EA, así como proteínas implicadas en 

el proceso de patogénesis de la enfermedad. Este hecho ha favorecido profundamente el 

desarrollo de modelos animales modificados genéticamente (ver 

http:/www.alzforum.org/res/com/tra para el listado de los modelos disponibles actualmente) que 

juegan un papel fundamental a la hora de la caracterización de los mecanismos relacionados con 

la enfermedad y han estado al frente de la evaluación de nuevos enfoques terapéuticos. 

 

Como la etiología de la EA esporádica es desconocida hasta la fecha, se ha confiado en la 

utilización de mutaciones genéticas asociadas a la EA familiar para la generación de modelos 
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animales. Este hecho se basa en que los eventos que ocurren a consecuencia de la mutación son 

similares en todas las formas de EA, independientemente del tipo de herencia. Aunque no existe 

un modelo animal que incluya todos los aspectos del espectro de la enfermedad, cada modelo 

permite el análisis profundo de uno o dos componentes de la enfermedad, hecho que no sería 

posible o ético con pacientes humanos. 

 

Los ratones transgénicos que sobreexpresan APP desarrollan una patología que es muy 

similar a la que se encuentra en los cerebros de pacientes con EA. En el año 1995, el grupo del 

Dr. Games (Games y col., 1995) describió el primer ratón transgénico para APP (PDAPP) que 

desarrollaba placas amiloides a los 6-9 meses de edad. A partir de ese momento han sido muchos 

los modelos animales que se han ido desarrollando para la EA, siendo los más extendidos los 

modelos que expresan la patología amiloide. Las placas amiloides que encontramos en los 

ratones transgénicos para la EA son muy similares en estructura a las que encontramos en el 

cerebro humano y también son positivas para los colorantes Tioflavina-S y Congo Red. 

 

En el presente trabajo se utilizó el modelo murino doblemente transgénico APP/PS1, que será 

descrito en profundidad en la sección de material y métodos.  

2. LA LEPTINA 

2.1 Aspectos generales 

Entre los años 50 y 60, los laboratorios Jackson 

descubrieron dos cepas de ratón que tenían fenotipos muy 

similares: obesidad mórbida, resistencia a la insulina, 

infertilidad y aletargamiento. Estas dos cepas se llamaron 

"obesa" (ob/ob) y "diabética" (db/db) (Figura 9) y se conocía 

que la deficiencia de un sólo gen era responsable de su 

fenotipo. A principios de los años 70, Douglas Coleman 

desarrolló una serie de experimentos de parabiosis 

Figura 9. Fotografía de un ratón
obeso db/db (derecha) junto a un
ratón normal (izquierda).
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(experimentos que requieren la unión quirúrgica de dos ratones mediante anastomosis de la piel 

desde el hombro hasta la pelvis) y demostró que la cepa ob/ob era deficiente en un factor 

sanguíneo, mientras que db/db era deficiente en el receptor para ese factor (Coleman y Hummel, 

1973; Coleman, 2010). 

 

A mediados de los años 90, el gen de ratón ob fue clonado por el grupo de Jeffrey Friedman, 

descubriéndose que codificaba para  una molécula con un papel crucial en la regulación del peso 

corporal y de la ingesta, a la que llamaron leptina, del griego, leptos, que significa delgado 

(Zhang y col., 1994). Un año más tarde, Tartaglia y colaboradores aislaron el gen del receptor de 

la leptina Ob-R (Tartaglia y col., 1995) y poco después se confirmó que la mutación db/db en el 

ratón estaba en el gen Ob-R (Chen y col., 1996; Lee y col., 1996). 

 

La leptina es una hormona peptídica de 16 KDa producto del gen ob. La secuencia 

aminoacídica de la leptina, así como los datos cristalográficos (Zhang y col., 1997), indican que 

la leptina adopta una estructura helicoidal de 3 dimensiones similar a la de algunas citoquinas 

(Figura 10), como es el caso de la interleuquina-2.  

 

La leptina es sintetizada principalmente por los adipocitos en el tejido adiposo blanco (Zhang 

y col., 1994), pero también se ha encontrado en placenta (Señaris y col., 1997), estómago (Bado 

y col., 1998) y cerebro (Wiesner y col., 1999), entre otros 

tejidos. La leptina modula la disponibilidad de energía 

metabólica (Schwartz y col., 2000), permite el 

almacenamiento o movilización de la grasa y es capaz de 

aumentar la sensibilidad a la insulina (Shimomura y col., 

1999). Los roedores obesos, y posiblemente los humanos, son 

resistentes a la leptina, en algunos casos debido al programa 

genético o perinatal (resistencia primaria), pero normalmente 

aparece en respuesta a elevados niveles de leptina (resistencia 

secundaria). La resistencia secundaria causada por la leptina 

puede ser el resultado de un transporte reducido de leptina al 

cerebro o de una regulación a la baja de la señalización de la 

Figura 10. Diagrama de Ribbon que
muestra las estructuras secundarias
y terciarias de la leptina de ratón. El
modelo tridimensianal se realizó
usando el programa ProMoodIII.
Modificada de Denver y col., 2011.
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leptina. La insulina y la leptina están estrechamente unidas; de hecho, ambas controlan 

directamente la actividad de los circuitos neuronales que dirigen los mecanismos de recompensa 

asociados a la comida (Konner y col., 2009). 

2.2 Receptores de la leptina 

Existen cinco isoformas de receptores de leptina (Ob-R, a-e). Los receptores Ob pertenecen a 

la familia de receptores interleuquina-6 pertenecientes a la superfamilia de receptores de 

citoquinas clase I (Lee y col., 1996). Existen tres agrupaciones estructurales de los receptores: 

cortos (Ob-Ra, c, y d), largos (Ob-Rb) y solubles (Ob-Re) (Hegyi y col., 2004) (Figura 11). 

Todas estas formas, excepto la Ob-Re, contienen dominios intracelulares truncados (34 

aminoácidos de largo para Ob-Ra) comparados con la forma larga (Ob-Rb, 303 aminoácidos). Se 

piensa que muchas de las acciones fisiológicas de la leptina se deben a la forma larga del 

receptor de la leptina debido a su mayor habilidad para activar cascadas de señalización. Las 

formas cortas están menos implicadas en la señalización intracelular activada por la leptina pero 

en su lugar parecen importantes para mediar la transferencia de la leptina desde la periferia a 

través de la barrera hemotoencefálica (BHE). Estas isoformas exhiben secuencias aminoacídicas 

intracelulares abreviadas, y tienen una pequeña capacidad de señalización intracelular (Bjorbaek 

y col., 1997; Fei y col., 1997). Ob-Ra es la isoforma corta mejor caracterizada y se expresa en 

riñón, pulmón, plexos coroideos y microvasos cerebrales (Tartaglia y col., 1995; Bjorbaek y col., 

1997; Fei y col., 1997; Bjorbaek y col., 1998). 

 

Además de los receptores específicos para la leptina, se ha descrito que el receptor 

multiligando LRP-2 o megalina también es capaz de unirse a la leptina en los plexos coroideos 

(Dietrich y col., 2008). La megalina también se encuentra presente en neuronas y su expresión 

está ampliamente distribuida en diferentes zonas cerebrales como la corteza, el hipocampo y el 

cerebelo (Alvira-Botero y col., 2010). 

2.3 Transporte de la leptina hacia el cerebro 

Se tienen evidencias de que la leptina se transporta hacia el cerebro mediante dos 

mecanismos distintos. Por un lado un sistema de transporte saturable permite a la leptina 
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atravesar la BHE mediante el mecanismo de transcitosis mediado por el receptor (Banks y col., 

1996). Por otro, se cree que la leptina podría ser transportada hacia el cerebro a través del LCR 

(Schwartz y col., 1996), ya que en los plexos coroideos, principal lugar productor de LCR, se 

expresan altos niveles de Ob-Ra (Bjorbaek y col., 1998) y de megalina (Dietrich y col., 2008), 

receptores que median el transporte de leptina desde la sangre hasta el LCR.  

 

 

2.4 Vías de señalización de la leptina 

El receptor de leptina largo Ob-Rb no tiene actividad enzimática intrínseca, pero da lugar a 

señales por medio de una asociación no covalente con la tirosin quinasa 2 (JAK2) de la familia 

de las JAK quinasas (Ihle, 1995; Taniguchi, 1995). El receptor presenta en su dominio 

intracelular una secuencia rica en prolina denominada Caja1 y una zona entre los aminoácidos 

31-36 conocida como Caja2 que permiten la interacción y activación de JAK2 (Figura 11). En 

las isoformas cortas del receptor de leptina esta Caja2 no se encuentra, lo que explica la falta de 

actividad de la leptina en animales db/db, que debido a una mutación, carecen de Ob-Rb y se 

procesa en su lugar Ob-Ra (Tartaglia, 1997; White y col., 1997). 

 

La unión de la leptina al receptor altera la conformación del homodímero de Ob-Rb, 

permitiendo la transfosforilación y activación de las JAK2 intracelulares asociadas al Ob-Rb. La 

molécula JAK2 activada, fosforila entonces otros residuos tirosina del complejo Ob-Rb-JAK2 

para mediar la cascada de señalización. Se ha descrito la existencia de 4 residuos tirosina (Tyr) 

en el dominio intracelular del Ob-Rb que son fosforilados y participan en la cascada de 

Extracelular

Intracelular

Figura 11. Isoformas del receptor de la leptina
en ratones. Todos comparten dominios
extracelulares de unión a ligandos idénticos pero
difieren en el extremo C-terminal. Cuatro de las
cinco isoformas tienen dominios transmembrana
pero sólo el receptor Ob-Rb codifica para las
proteínas capaces de activar la vía de
señalización JAK-STAT3. La isoforma que
queda, Ob-Re, está truncada. Las motivos de
interacción de las JAK quinasas están
representados como rectángulos rojos anchos
(Caja1) o estrechos (Caja2). Modificada de
Friedman y col., 1998.
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señalización de leptina: Tyr1138, Tyr985, Tyr974 y Tyr1077 (Li y Friedman, 1999; Kloek y col., 

2002; Myers y col., 2008). 

  

La activación del receptor de leptina pone en marcha diversas vías de señalización 

intracelular que se describen a continuación: 

2.4.1 Vía de señalización JAK-STAT3 

La unión de leptina a Ob-Rb activa JAK2, ocasionando la fosforilación de residuos 

específicos. La fosforilación de Tyr1138 es fundamental en la señalización del receptor ya que 

recluta el transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) al complejo leptina-Ob-

Rb-JAK2. De esta forma genera la fosforilación y la posterior translocación de STAT3 como 

dímero fosforilado al núcleo, para mediar la regulación de la transcripción de genes diana 

(Bendinelli y col., 2000; Munzberg y col., 2005). Entre los genes regulados por STAT3 está el 

supresor 3 de señalización de citoquinas (SOCS-3). La molécula SOCS-3 es miembro de la 

familia de proteínas con dominios SH2 (dominios que contienen sitios específicos de unión para 

residuos de tirosina fosforilados), y está compuesta por una región amino terminal variable, un 

dominio central SH2 y un dominio carboxilo terminal llamado caja SOCS. La señalización de la 

leptina puede ser bloqueada por SOCS-3 (Endo y col., 1997). De hecho, la hiperleptinemia que 

acompaña a la obesidad incrementa la expresión hipotalámica de SOCS-3 dando lugar a una 

reducción de la sensibilidad de leptina (Bjorbaek y col., 1999). 

2.4.2 Vía de señalización PI3K-Akt 

La insulina, al igual que la leptina, es una hormona que regula el estado energético de los 

animales. El receptor de insulina es un dímero, unido por un puente disulfuro, que consta de una 

subunidad α y una subunidad β. Cuando éste se une a la insulina, el receptor se autofosforila 

creando un sitio de unión para el sustrato del receptor de insulina (IRS) y el último activa a la 

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). La leptina puede mediar la fosforilación de IRS y regular la 

vía de señalización de PI3K (Harvey y col., 2000; Anderwald y col., 2002; Niswender y col., 

2004; Ahima, 2005). Muchos estudios han demostrado que la leptina induce la activación de Akt 

mediante la su fosforilación en el residuo Ser473 (Attoub y col., 2000). La leptina también es 
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responsable de la activación de la serina/treonina quinasa de la vía del blanco de la rapamicina 

(mTORC1: mammalian target of Rapamycin complex 1) (Cota y col., 2006) a través de la vía 

PI3K-Akt (Hay y Sonenberg, 2004). mTORC1 es una quinasa conservada a lo largo de la 

evolución que modula la traducción de varios tránscritos de ARN implicados en el crecimiento y 

proliferación celular. Se ha propuesto que la leptina actúa a través de esta vía en neuronas 

hipocampales afectando a la densidad filopodial (O'Malley y col., 2007). 

2.4.3 Vía de señalización ERK  

La señalización vía ERK (quinasas reguladas por señales extracelulares) está mediada en 

gran parte por el residuo Tyr985 del Ob-Rb, aunque también se ha descrito actividad de ERK 

independiente de la fosforilación del receptor que parece ser inducida vía fosforilación de 

tirosina de JAK2 (Banks y col., 2000; Bates y Myers, 2003). La fosforilación del residuo Tyr985 

propicia la unión de SHP-2 que posteriormente se enlaza a GRB-2 y promueve la activación de 

la cascada de señalización ERK. Este es el primer paso de la vía de señalización canónica de las 

quinasas reguladas extracelularmente (ERK)-p21-ras (Banks y col., 2000). La activación de ERK 

por la leptina ha sido relacionada con la fosforilación ribosomal de la proteína S6 y su 

traducción. Se ha sugerido que esta vía es relevante para los efectos de la leptina a nivel 

periférico en relación a la función inmune (Fruhbeck, 2006) y a nivel central en el hipocampo en 

los procesos de LTP que implican a los receptores NMDA (Shanley y col., 2001). 

2.4.1 Vía de señalización STAT5  

Otra vía descrita es la que implica la fosforilación y la regulación transcripcional de STAT5 

por la leptina y está mediada por el residuoTyr1077, aunque el residuo Tyr1138 también contribuye 

a la activación de STAT5 (Bjorbaek y Kahn, 2004; Ahima, 2005; Myers y col., 2008). Se ha 

sugerido que la vía JAK2-STAT5 estaría relacionada con procesos de angiogénesis (Fruhbeck, 

2006).  
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En la figura 12 se muestra un esquema de las vías de señalización mediadas por el receptor 

Ob-Rb.

 

Figura 12. Vías de señalización de la leptina a través del receptor Ob-Rb. El receptor Ob-Rb forma un homodímero 
en la membrana. La leptina se une al dominio extracelular desencadenando un cambio conformacional en el receptor 
que activa JAK2, la cual fosforila (representado con una "p") 3 residuos muy conservados de tirosina dentro del 
dominio citoplasmático de Ob-Rb. Tyr985(Y985) se requiere para la activación de la cascada SHP2/ERK que lleva a 
la fosforilación de la proteína ribosomal S6 y aumenta su traducción. Tyr1077(Y1077) se necesita para la señalización 
de STAT5, mientras que Tyr1138 (Y1138) media la señalización vía STAT3. La proteína STAT3 activa el gen 
SOCS3 para mediar la inhibición de la señalización via Y985. El receptor Ob-Rb también activa la ruta PI3K 
mTORC1, pero el mecanismo no se conoce en su totalidad. Modificada de Denver y col., 2011. 
 

2.5 Funciones de la leptina 

La leptina se relaciona con una gran variedad de funciones. La obesidad severa en ratones 

ob/ob y db/db, deficientes en leptina o en su receptor, proporciona la primera evidencia de que 

esta hormona es un regulador importante del balance de energía, jugando un papel clave en un 

circuito de retroalimentación que permite al cerebro recibir la señal del estado de energía 

almacenada para poder realizar los ajustes adecuados para mantener una homeostasis en el 

organismo. La hiperfagia, la disminución del gasto energético y el amplio abanico de 

alteraciones hormonales permitieron demostrar el efecto de la leptina sobre el control de la 

ingesta, el gasto energético y sobre todos los ejes neuroendocrinos. 

 

Leptina

Traduccional

Traduccional

Control 
traduccional
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Muchos de los efectos de la leptina se producen por sus acciones a nivel del SNC. La leptina 

actúa a través de sus receptores en el hipotálamo para llevar a cabo las funciones de control del 

metabolismo energético (Zhang y col., 1994), lugar donde se observa el mayor nivel de 

expresión de ARN mensajero de Ob-Rb (Elmquist y col., 1998; Schwartz y col., 2000; Myers y 

col., 2008). Pero además, también se han identificado receptores de la leptina, de gran 

importancia para este trabajo, en células de la corteza y el hipocampo (Couce y col., 1997; 

Elmquist y col., 1998; Shioda y col., 1998), regiones particularmente vulnerables en la EA. 

 

Uno de los aspectos interesantes sobre las acciones periféricas de la leptina es su papel en el 

metabolismo de lípidos. La leptina juega un papel importante en la inhibición de la síntesis y el 

almacenamiento de lípidos (Unger y col., 1999; Ahima y Lazar, 2008). Esta regulación de los 

niveles celulares y distribución de los ácidos grasos y colesterol puede influir en la fluidez de la 

membrana lipídica y en la función y localización de los raft lipídicos, en un proceso que varía 

con la edad (Wood y col., 2002). Se ha especulado que las acciones lipolíticas de la leptina 

podrían ramificar los raft lipídicos de las membranas celulares afectando a la renovación del 

péptido Aβ (Fewlass y col., 2004). 

2.6 La leptina en la EA 

Existen multitud de evidencias que ponen de manifiesto la importancia de las rutas 

metabólicas en el curso de la EA. En primer lugar, diferentes estudios genéticos han establecido 

que portadores del alelo APOE4 son mucho más susceptibles a padecer EA (Strittmatter y col., 

1993). En segundo lugar, el efecto de la dieta y la nutrición sobre la prevalencia de EA ha sido 

bastante bien documentada (Grant, 1999, 2004) y la pérdida de peso se ha observado de manera 

frecuente en pacientes con EA antes del comienzo de la demencia (Barrett-Connor y col., 1996; 

Mazzali y col., 2002; Fitzpatrick y col., 2009). A todo esto se le suma el hecho de que la 

obesidad está asociada con un aumento del riesgo de sufrir demencia (Beydoun y col., 2008; 

Whitmer y col., 2008). En tercer lugar, en cultivos celulares y en modelos animales se ha 

demostrado que los lípidos juegan un importante papel en las rutas amiloidogénicas (Puglielli y 

col., 2003). En cuarto lugar, la mayoría de los pacientes de EA sufren de alguna forma de 

resistencia a la insulina o hiperinsulinemia o de diabetes tipo II (Fishel y col., 2005). Por último, 

existen evidencias de que los niveles de la hormona leptina están atenuados en estos pacientes 
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(Power y col., 2001; Lieb y col., 2009). Por todos estos motivos no es sorprendente que 

moduladores del colesterol como las estatinas (Sparks y col., 2006), o de la glucosa, como la 

rosiglidazona (Risner y col., 2006) o la insulina (Craft y col., 2012), se estén desarrollando como 

potenciales agentes terapéuticos frente a la EA.  

 

Recientemente se han revisado los efectos terapéuticos que potencialmente podría tener la 

leptina en los diferentes eventos patológicos que tienen lugar en la EA (Carro, 2009) y a 

continuación se describen en detalle: 

2.6.1 Efectos de la leptina sobre factores que se ven alterados en la EA 

2.6.1.1 Plasticidad neuronal 

Existen datos que revelan la participación de la leptina en la función de la memoria  a través 

de mecanismos inductores de la sinapsis (Harvey y col., 2005). Además, el grupo de Shanley y 

colaboradores (Shanley y col., 2001) demostró que la administración de leptina convierte la 

potenciación a corto plazo de la transmisión sináptica en LTP en la región CA1 del hipocampo 

mediante la activación de la función de los receptores NMDA a través de las cascadas de 

señalización de PI3K y ERK. De hecho, los ratones db/db que no expresan receptores 

funcionales de la leptina, muestran afectaciones en LTP y LTD (Li y col., 2002). En otro estudio 

se observó que las proyecciones neuronales desde el núcleo arcuato del hipotálamo se 

bloquearon de forma permanente en ratones ob/ob, pero el tratamiento con leptina durante el 

periodo neonatal revirtió estas alteraciones neuroanatómicas (Bouret y col., 2004). 

Complementando estos resultados se observó que el número de sinapsis excitadoras e inhibidoras 

en el núcleo arcuato de ratones ob/ob fue también diferente al de ratones control, y la aplicación 

sistémica de leptina normalizó la densidad sináptica (Pinto y col., 2004). También se han 

observado concentraciones elevadas de proteínas sinápticas, como la sinapsina y la sinaptofisina, 

después de un tratamiento crónico con leptina durante las dos primeras semanas de vida de ratas 

neonatales (Walker y col., 2007). Por otro lado, el grupo de O’Malley y colaboradores (O'Malley 

y col., 2007) demostró que en neuronas hipocampales la leptina aumentaba la motilidad y la 

densidad de los filopodios dendríticos y que estos cambios estaban asociados con la formación 

de nuevas conexiones sinápticas (O'Malley y col., 2007).  
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Existen distintas investigaciones que sugieren que cambios en la dinámica de la actina 

también están involucrados en la plasticidad sináptica dependiente de la actividad hipocampal 

(Dillon y Goda, 2005). También se ha sugerido que el remodelamiento estructural de las 

dendritas y/o las sinapsis es un mecanismo implicado en la LTP hipocampal (Yuste y 

Bonhoeffer, 2001). En las sinapsis de la región CA1 del hipocampo durante la fase de inducción 

de la LTP, la leptina liberada de los adipocitos entra en el cerebro, probablemente actuando en 

concierto con la leptina local para incrementar la LTP promoviendo cambios rápidos en la 

morfología dendrítica hipocampal e induciendo despolarización de las células (Moult y col., 

2009). 

2.6.1.2 Amiloidogénesis 

Se ha postulado que la leptina es capaz de modular la generación de Aβ a través de una vía 

bidireccional: (1) reduciendo sus niveles extracelulares a través de la disminución de la actividad 

de BACE, posiblemente mediante la alteración de la composición lipídica de la membrana de los 

rafts lipídicos; y (2) aumentando la captación de Aβ dependiente de ApoE (Fewlass y col., 2004). 

Experimentalmente se ha observado que la leptina es capaz de reducir los niveles de Aβ tanto in 

vitro (en neuroblastoma de ratón) como in vivo (en ratones transgénicos APP/PS1) (Fewlass y 

col., 2004). Recientemente se ha confirmado que la leptina tiene la habilidad de reducir los 

niveles de Aβ en dos estudios diferentes, uno llevado a cabo por el grupo de Greco y 

colaboradores (Greco y col., 2010) en el ratón transgénico TgCRND8, tras 8 semanas de 

tratamiento utilizando una bomba subcutánea de administración de leptina; y otro realizado sobre 

secciones organotípicas de cerebro de conejo que eran tratadas con dicha hormona (Marwarha y 

col., 2010).  

2.6.1.3 Fosforilación de tau 

También se ha observado que la leptina es capaz de reducir la fosforilación de tau (Greco y 

col., 2008). En este estudio la fosforilación de tau fue valorada tras el tratamiento de células 

neuronales con leptina e insulina y se observó que tanto la leptina como la insulina inducían una 

reducción de la fosforilación de tau que era dependiente de la concentración y el tiempo, siendo 

ambas moléculas sinérgicas a concentraciones subóptimas. De forma signifcativa la leptina fue 

300 veces más potente que la insulina en este estudio.  
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Los hallazgos in vitro a partir de cultivos primarios neuronales sugieren que la activación de 

la proteína quinasa activada por AMP α (AMPKα) mediada por la leptina es la que induce la 

reducción de la fosforilación de tau implicada en la patogenia de la EA (Greco y col., 2009). Esta 

enzima también es conocida por su interacción con la GSK3β que potencialmente puede 

fosforilar los epítopos susceptibles de fosforilación. Aunque un gran número de quinasas y 

fosfatasas regulan la fosforilación de tau, GSK3β es la principal quinasa de tau in vivo 

(Lovestone y col., 1996; Billingsley y Kincaid, 1997) y es activada por Aβ (Hoshi y col., 1996). 

Además está descrita la inhibición de la fosforilación de tau a través de la inactivación de 

GSK3β por Akt (Hooper y col., 2008). También se ha descrito la acción de la leptina sobre la 

fosforilación de tau, mediada por la 5-aminoimidazol-4-carboxi-amide ribonucleoiside (AICAR) 

(Greco y col., 2008; Greco y col., 2009).   

2.6.1.4 Neurogénesis adulta 

El SNC en el adulto tiene la capacidad de generar nuevas neuronas de una manera 

constitutiva a lo largo de la vida. A este proceso se le conoce como neurogénesis adulta. Siempre 

se había creído que la neurogénesis tan sólo ocurría durante el desarrollo del cerebro, pero en los 

años 60, estudios pioneros llevados a cabo por Altman y Das (Altman y Das, 1965), 

proporcionaron  evidencias de que nuevas neuronas se podían generar en el cerebro adulto. Bajo 

condiciones fisiológicas, la zona subgranular (ZSG) del giro dentado y la zona subventricular 

(ZSV) de los vetrículos laterales, son las únicas zonas neurogénicas que se conocen en el cerebro 

adulto. En la ZSG, las nuevas neuronas migran a la capa de células granulares del giro dentado 

proyectando sus axones hacia la región CA3 del hipocampo, donde se integran en el circuito 

neuronal desarrollando sus propiedades electrofisiológicas y actuando como células maduras y 

funcionales (Kempermann y col., 2004). En la ZSV, los neuroblastos maduran en su camino 

hacia el bulbo olfatorio, a través de la via migratoria rostral, para diferenciarse en interneuronas 

(Carleton y col., 2003). 

 

Está descrito que la leptina facilita el aprendizaje espacial y la memoria (Li y col., 2002; Farr 

y col., 2006; Oomura y col., 2006) y se ha propuesto que la neurogénesis adulta podría ser un 

mecanismo mediador del aprendizaje dependiente del hipocampo (Shors y col., 2001; Shors y 

col., 2002). En el año 2008, el grupo de Garza y colaboradores (Garza y col., 2008) observaron 
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que la leptina administrada intraperitonealmente aumentaba la producción de nuevas neuronas en 

el giro dentado de ratones adultos y también en células progenitoras adultas del hipocampo en 

cultivo. Debido a que la inhibición de las señales de transducción PI3K-Akt y JAK-STAT3 en 

células progenitoras adultas hipocampales conducía a una atenuación de los efectos de la leptina 

sobre la proliferación celular en el hipocampo adulto, se sugirió que las acciones de la leptina 

podían estar mediadas por mecanismos dependientes de la activación de las vías PI3K-Akt o 

JAK2-STAT3. Estos resultados corroboran lo expuesto en otros estudios en los que se indicaba 

que la vía PI3K-Akt transduce señales intracelulares que controlan la proliferación celular de 

neuronas progenitoras hipocampales (Wang y col., 2006; Peltier y col., 2007). 

2.6.1.5 Neuroprotección 

Diversos estudios han proporcionado evidencias notables de las propiedades 

neuroprotectoras de la leptina y han apuntado hacia las posibles aplicaciones terapéuticas 

relacionadas con el daño neuronal y la neurodegeneración. Un estudio in vitro (Zhang y col., 

2007) mostró que la leptina atenuó la muerte apoptótica neuronal inducida mediante la privación 

de oxígeno y glucosa al mismo tiempo. Los autores de este estudio demostraron a través de un 

modelo animal de isquemia cerebral que la leptina reducía de forma significativa el volumen de 

la zona infartada. En un estudio similar, el mismo grupo investigó los posibles efectos 

neuroprotectores de la leptina sobre neuronas dopaminérgicas usando modelos de la enfermedad 

de Parkinson (Weng y col., 2007) y encontraron que la toxicidad de la 6-hidroxidopamina (6-

OHDA) sobre la línea celular dopaminérgica de ratón MN9D, se atenuaba de forma significativa 

tras el tratamiento con leptina. Este efecto de rescate de la leptina también se puso de manifiesto 

con la reducción significativa de las alteraciones comportamentales inducidas por la 6-OHDA. 

Los resultados de estos estudios son muy interesantes porque indican que en modelos animales 

de daño isquémico del SNC y de neurodegeneración, la administración de leptina tiene un 

carácter neuroprotector y sugiere que la leptina podría tener un efecto beneficioso sobre el SNC. 
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3. TERAPIA GÉNICA LENTIVIRAL 

3.1 Generalidades de la terapia génica 

La terapia génica consiste en la inserción de genes funcionales en el genoma de un individuo. 

El principio de la terapia génica no está limitado al reemplazamiento de un gen defectuoso por 

uno funcional, sino que describe cualquier transferencia de ácido nucleico para tratar o prevenir 

enfermedades al mismo tiempo que proporciona muchas ventajas frente a otras estrategias 

terapéuticas convencionales, como el tratamiento a largo plazo de células afectadas en después 

de una simple aplicación. A lo largo de los años se han desarrollado diferentes sistemas de 

terapia génica que incluyen vectores virales, vectores sintéticos no virales, como el ácido 

desoxirribonucleico (ADN) desnudo y liposomas catiónicos (Li y Huang, 2000), sistemas 

híbridos sintéticos-virales (Kaneda y Morishita, 1999) y la introducción de células manipuladas 

ex-vivo con genes terapéuticos (Tuszynski y col., 2005).  

 

El factor limitante para la inserción exitosa de genes utilizando vectores virales, es la 

capacidad de transferir de manera eficiente el gen terapéutico deseado en el tejido diana. Los 

diferentes vectores virales que se han desarrollado, sus ventajas y sus desventajas, se recogen en 

la tabla 2.  

 

Vector  Tamaño 

 Inserto 

(Kb)  

Expresión  Ventajas  Desventajas  

Virus  

Adeno-

Asociado  

4.5  Estable  Baja inmunogenicidad; se integra; transduce 
células postmitóticas  

Pequeña capacidad de clonación  

Adenovirus  36  Transitoria  Elevada titulación viral; amplio rango de células 
huésped; transduce células postmitóticas  

Inmunogenicidad; no se integra; expresión 
a corto plazo  

Retrovirus  8  Estable  No respuesta inmune contra el vector; se integra  Baja titulación viral; transduce sólo 
células mitóticas; expresión variable  

Lentivirus  8  Estable  Transduce células postmitóticas; alta eficiencia 
de traducción  

Riesgo biológico potencial  

Virus  

Herpes 

simplex  

<30  Estable  Gran capacidad de clonación; transduce células 
postmitóticas; amplio rango de células huésped  

Preocupaciones de seguridad; Expresión a 
corto plazo; posible inmunogenicidad  

Virus 

Vaccinia  

186  Transitoria  Alta expresión; el mejor para estrategias de 
inmunización  

Sólo transduce células postmitóticas; 
preocupaciones de bioseguridad  

 

Tabla 2. Caracterización de los vectores virales usados en terapia génica. Modificado de Nanou y Azzouz, 2009. 
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Los vectores que más comúnmente se utilizan en ensayos clínicos de terapia génica son los 

adenovirus recombinantes y los retrovirus, seguidos de cerca por distintas formas de vectores no 

virales (Tabla 3). 

 

Vector Ensayos clínicos 

de terapia génica (%) 

Vector viral  

Adenovirus 25 
Retrovirus 22,6 
Virus Vaccinia 4,9 
Poxvirus 4,5 
Virus  Adeno-asociado 4 
Virus Herpes simplex 3,2 
Virus poxvirus + virus vaccinia 2 
Lentivirus 0,8 
Flavivirus 0,6 
Adenovirus-retrovirus 0,2 

Vector no viral  

ADN desnudo 18,1 
Lipofección 7,6 
Transferencia de ARN 1,4 
Gen pistola 0,4 

 

Tabla 3. Resumen de los vectores utilizados en ensayos clinicos de terapia génica. Modificado de Gene therapy 

trials Worldwide (2008).  
 

3.2 Lentivirus 

Los lentivirus son miembros de la familia viral Retroviridae (retrovirus que están 

caracterizados por el uso de la retrotranscriptasa inversa y la integrasa para la inserción estable 

de la información genómica viral en el genoma del huésped). El genoma lentiviral es una cadena 

de ácido ribonucleico (ARN) simple de aproximadamente 9,7 Kb que codifica, por orden de 

orientación, secuencias cis-acting para el empaquetado, transcripción inversa, localización 

nuclear e integración, así como 9 genes  que codifican para distintos tipos de proteínas. Hay 

genes que codifican para proteínas estructurales (gag, pol y env) que son comunes para todos los 

retrovirus, para proteínas reguladoras (rev y tat) esenciales para la replicación del virus, y para 

proteínas accesorias (vpu, vpr, vif y nef) que no son cruciales para su desarrollo in vitro pero sí 

para su replicación in vivo y para su patogenia. Los lentivirus son capaces de integrarse tanto en 

células mitóticas como en células post-mitóticas. El hecho de que sean capaces de integrarse en 

células post-mitóticas, como es el caso de las neuronas, es lo que convierte a los lentivirus en una 

herramienta de interés clínico para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. 



___________________________________________________________INTRODUCCIÓN 

65 
 

Los virus pertenecientes al género Lentivirus están presentes en primates, como el HIV (virus 

de la inmunodeficiencia humana) o el SIV (virus de la inmunodeficiencia simia); o especies no 

primates como el EIAV (virus de la anemia infecciosa equina), el FIV (virus de la 

inmunodeficiencia felina) o el BIV (virus de la inmunodeficiencia bovina). 

 

Los primeros sistemas de transferencia génica recurrieron a vectores HIV-1 que habían sido 

inactivados para la replicación, para estudiar diferentes aspectos del ciclo vital de los virus (Page 

y col., 1990; Parolin y col., 1994). El punto clave llegó con la construcción de vectores que eran 

capaces de transducir células neuronales no-mitóticas y expresar de manera  estable y eficiente el 

gen terapéutico (Naldini y col., 1996; Blomer y col., 1997). Sin embargo, su uso contemplaba 

gran preocupación ya que estos vectores derivan directamente de virus humanos altamente 

patogénicos. Por este motivo se ha trabajado intensamente sobre el genoma del lentivirus para 

dotar a estos vectores retrovirales de nuevas características que incrementen su bioseguridad. La 

primera generación de los vectores lentivirales estaba constituida por 3 plásmidos, en los cuales 

las funciones de empaquetado estaban proporcionadas por un plásmido que codificaba para la 

envoltura (env) y un plásmido que expresaba para todas las pautas de lectura menos env, bajo el 

control del promotor del citomegalovirus (CMV). El vector de transferencia estaba formado por 

una construcción flanqueada con repeticiones largas terminales (LTRs) y otras secuencias 

necesarias para el transporte del ARN viral en las células productoras (el elemento de respuesta a 

Rev, RRE), el empaquetado del genoma y la transcripción inversa. En los plásmidos 

empaquetadores de segunda generación se eliminaron la mayoría de los genes accesorios (vif, 

vpr, vpu y nef) y sólo se mantuvieron tat y rev (Zufferey y col., 1999), mientras que en la tercera 

generación, tat también fue eliminado y rev era proporcionado por un cuarto plásmido. Por lo 

tanto, la tercera generación de vectores lentivirales conservan sólo 3 de los 9 genes del HIV-1 y 

están constituidos por un sistema de 4 plásmidos en lugar de 3 (Dull y col., 1998) (Figura 13), 

sistema que ofrece grandes ventajas al salvar problemas de riesgo biológico.  
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Figura 13. Dibujo esquemático del provirus HIV (arriba) y de las 4 construcciones utilizadas para crear un vector 
lentiviral de tercera generación (abajo). Modificado de Dull y col., 1998. 
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Numerosos estudios han puesto de relieve una clara asociación entre la obesidad y la 

incidencia de la EA. También gran cantidad de estudios han propuesto la hipótesis de que la 

alteración de la funcionalidad de la leptina representaría un vínculo entre la obesidad y la EA. La 

leptina es una hormona con multitud de funciones generalizadas tanto a nivel central como 

periférico y posee la capacidad de regular numerosas funciones en el SNC. En particular, se ha 

demostrado que la leptina juega un papel fundamental en la modulación de funciones cognitivas 

superiores como la memoria y el aprendizaje. Por otra parte, cada vez son más claras las 

evidencias que indican que la leptina previene la acumulación tóxica de Aβ y tau fosforilada en 

las neuronas, y posee la capacidad para mejorar el rendimiento en las distintas tareas de memoria 

en modelos murinos de la EA. Estos hallazgos, junto con la inocuidad de la leptina en los seres 

humanos, hacen de esta hormona u otras moléculas miméticas, un nuevo candidato terapéutico 

para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la EA. Sin embargo, todavía no 

están claros muchos de los mecanismos moleculares implicados en las acciones neuroprotectoras 

de la leptina. 

 

Por todo ello, el principal objetivo de este trabajo ha sido estudiar los posibles efectos 

neuroprotectores de la leptina sobre los eventos asociados con la patología de la EA, 

enfocando el estudio en la eficacia de la terapia génica y los mecanismos y vías de señalización 

implicados. Para ello se realizarán diversas aproximaciones in vitro y como modelo in vivo de 

amiloidosis utilizaremos los ratones transgénicos APP/PS1. 

 

En concreto, nos planteamos los siguientes objetivos: 

 

1. Evaluación la eficacia de la terapia génica como vía de administración central de leptina: 

a. Construcción y generación del vector lentiviral HIV-leptina 

b. Análisis de la expresión de leptina recombinante mediada por el HIV-leptina in 

vitro e in vivo. 

 

2. Estudio de los efectos de la leptina sobre las alteraciones en el comportamiento y 

memoria características de los ratones APP/PS1. 
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3. Valoración de los efectos de la leptina sobre marcadores patológicos característicos del 

modelo animal de amiloidosis, los ratones APP/PS1: 

a. Estudio de la acumulación de Aβ en el cerebro de los ratones APP/PS1 

b. Estudio de los efectos de la leptina sobre la respuesta inflamatoria: activación de 

astroglía y microglía. 

 

4. Evaluación de los efectos moduladores de la leptina sobre la plasticidad neuronal en 

modelos experimentales in vivo e in vitro de amiloidosis: 

a. Valorar los efectos de la leptina sobre la modulación de las sinápsis. 

b. Determinar los efectos de la leptina sobre la neuritogénesis. 

 

5. Estudio de los efectos neuroprotectores de la leptina en el modelo animal de amiloidosis 

APP/PS1: 

a. Estudio de los efectos sobre la degeneracion celular 

b. Estudio de los efectos sobre la muerte celular. 

 

6. Valoración de los efectos neurogénicos de la leptina en modelos experimentales in vivo e 

in vitro de amiloidosis: efectos sobre la proliferación y diferenciación celular. 
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1. GENERACIÓN DEL LENTIVIRUS QUE SOBREEXPRESA LEPTINA 

Para llevar a cabo los experimentos in vivo se desarrolló un vector lentiviral de tercera 

generación a partir de modificaciones del HIV-1. La producción viral se llevó a cabo por 

transfección transitoria y posterior empaquetado de los virus en células 293T, una línea de 

células epiteliales renales humanas transformadas que permiten la replicación episomal de los 

plásmidos y de la región del promotor. Por último, la concentración de dichas partículas virales 

se llevó a cabo por ultracentrifugación.  

 

Para el proceso de transgénesis se necesitaron las siguientes construcciones plasmídicas: 

 

- plásmido-REV: comprende la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína Rev del 

virus del Sarcoma de Rous. Esta proteína promueve la acumulación citoplásmatica de los 

tránscritos virales. 

 

- plásmido-RRE: comprende la secuencia de nucleótidos que codifica cualquier elemento de 

respuesta a Rev, de tal modo que el gen exprese y produzca nuevas partículas virales. En 

definitiva, este plásmido activa a Rev. 

 

- plásmido-VSV: comprende la secuencia de nucleótidos que codifica la envuelta del virus de 

la estomatosis vesicular (VSV). Es el plásmido encargado de la envuelta viral. 

 

-plásmido de transferencia génica: en nuestro caso, el plásmido que contiene la secuencia 

aminoacídica de la leptina murina. 

1.1 Construcción del plásmido de transferencia de leptina 

Para la construcción del plásmido codificante de la proteína leptina de origen murino se 

partió del plásmido pMET7-SIgK-HA-mouse leptin (Figura 14) que fue donado por el Dr. 

Lennart Zabeau (Universidad de Ghen, Bélgica) y que contiene el ADN codificante (ADNc) de 

la leptina murina. El ADNc del plásmido se extrajo mediante su digestión por las enzimas EcoRI 

y XbaI y posteriormente se amplificó por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con la 
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siguiente pareja de oligonucleótidos que incluyen los sitios de restricción XbaI y BamHI en los 

extremos 5’ y 3’ respectivamente: 

 

            XXbbaa  II  

5’-gctctagagcctatagggagtcgaggg-3’    

 

5’-cgggatcccgattagcattcagggc-3’    

          BBaamm  HHII  

  

  

La PCR se realizó en el termociclador Advanced primus 96, siguiendo el siguiente protocolo 

de ciclos: 1 ciclo de desnaturalización durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos para la 

amplificación del ADNc diana (desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos, hibridación a 

68ºC durante 30 segundos y extensión a 72ºC durante 30 segundos) y un ciclo de extensión final 

a 72ºC durante 10 minutos. 

  

 

Figura 14. Mapa del plásmido pMET7-SIgK-HA-mouse leptin. Se muestran los sitios de restricción Eco RI y Xba I 
subrayados en azul. SIgK: señal universal de la inmunoglobulina Kappa/ péptido de secrección. HA: hemaglutinina. 

 

Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa del 1,5 al 2,5% con bromuro de 

etidio y se visualizaron bajo un iluminador ultravioleta. Estos productos se digirieron con las 

enzimas de restricción XbaI y BamHI para ser clonados en el vector 

pRRLsin18.PPT.CMV.eGFP.Wpre (Figura 15), previamente digerido con las enzimas XbaI y 
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BamHI. Tras la ligación de los extremos con la ligasa T4 se obtuvo el plásmido de leptina 

pRRLsin18.PPT.CMV.HA-LEPTIN.eGFP.Wpre (Figura 16). El plásmido vacío 

pRRLsin18.PPT.CMV.eGFP.Wpre, sin el inserto de leptina, fue utilizado para generar el vector 

que se utilizó como control en todos los experimentos.  

 

 

 

Figura 15. Mapa del plásmido pRRLsin18.PPT.CMV.eGFP.Wpre. Se muestran sobre fondo amarillo los sitios de 
restricción  Xba I y BamHI  
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 16. Esquema de la construcción responsable de la expresión de leptina en el plásmido de transferencia. De 
izquierda a derecha: CMV es el promotor del Citomegalovirus; Sigk-HA-leptina es la secuencia aminoacídica de la 
leptina recombinante: en verde la cadena kappa de la inmunoglobulina de ratón, en rojo los residuos 
correspondientes a la hemaglutinina (HA) y en azul los de la leptina de Mus musculus; Wpre es un elemento 
postregulador del virus de la hepatitis. 

 

SIgK-HA-leptina WpreCMV

E T D T L L L W V L L L W V P G S T G D Y P Y D V P D Y A G G S G I Q K V Q D D T K T L
I K T I V T R I N D I S H T Q S V S A K Q R V T G L D F I P G L H P I L S L S K M D Q T L
A V Y Q Q V L T S L P S Q N V L Q I A N D L E N L R D L L H L L A F S K S C S L P Q T S G
L Q K P E S L D G V L E A S L Y S T E V V A L S R L Q G S L Q D I L Q Q L D V S P E C



MATERIAL Y MÉTODOS__________________________________________________ 

76 
 

1.2 Producción de los vectores lentivirales: HIV-leptina y HIV-vv 

Para la producción de los lentivirus se utilizó el sistema de transfección de 4 plásmidos 

descrito previamente por Dull y colaboradores (Dull y col., 1998). El plásmido de interés (de 

leptina o vacío, 13 µg), el de la envoltura (3,75 µg) y los plásmidos empaquetadores (13 µg de 

RRE y 3,5 µg de REV) se cotransfectaron con CaCl en células 293T embrionarias de riñón 

humano cultivadas en el medio Dubelcco's modified Eagle medium (DMEM, Lonza) 

suplementado con el 10% de suero fetal bovino (FBS: fetal bovine serum), glutamina 2 mM, 

penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. El medio fue sustituido 24 horas después. 

Finalmente el medio se recogió a las 24 horas siguientes para ser aclarado mediante una 

ultracentrifugación a 19000 revoluciones por minuto (rpm) durante de 90 minutos y concentrado 

unas 100 veces a través de una nueva ultracentrifugación a 19000 rpm durante 90 minutos. El 

pellet se resuspendió en tampón fosfato salino (PBS: phosphate buffered saline) 1X al 1% en 

albúmina de suero bovino (BSA: bovine serum albumin) y la suspensión viral se almacenó a -

80ºC hasta el día de su utilización. La titulación viral se determinó mediante un ensayo ELISA 

(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). 

 

Se obtuvieron así los vectores lentivirales HIV-leptina, responsables de la expresión de 

leptina recombinante, y los vectores HIV-vv, vacíos, que se utilizaron como control en todos los 

experimentos. 

2. ENSAYOS IN VITRO 

2.1 Cultivo primario de neuronas 

Los cultivos primarios de neuronas corticales e hipocampales se realizaron a partir de 

embriones de ratas Wistar de 17-18 días. La rata preñada fue sacrificada con CO2 y sometida a 

cesárea para la extracción de los embriones. Seguidamente se procedió a la extracción de los 

cerebros de los embriones a los que se les retiraron las meninges para la posterior disección de la 

corteza y del hipocampo. Las secciones corticales por un lado y las hipocampales por otro, se 

incubaron durante 5 minutos en medio Neurobasal (GIBCO) a 37ºC y las células se 



____________________________________________________MATERIAL Y MÉTODOS 

77 
 

disgregaron de forma mecánica utilizando una pipeta Pasteur de vidrio a la que se le había 

redondeado la punta con ayuda de una llama. Las células disgregadas se recogieron por 

centrifugación a 900 rpm durante 5 minutos. Tras la centrifugación se retiró cuidadosamente el 

sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en medio Neurobasal suplementado con 

10% de B27 (GIBCO), glutamina 0.5 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

streptomicina y fueron sembradas en placas que habían sido recubiertas previamente con poli-L-

lisina (1 mg/ml, Sigma-Aldrich). Se utilizaron placas de 6 pocillos para sembrar células con 

propósitos de análisis de proteínas a una densidad de 2,5 × 105 células/cm2 y placas de 24 

pocillos con cubreobjetos circulares para células con fines inmunohistoquímicos a una menor 

densidad (5 x 104 células/cm2 para estudios de análisis de neuritas y 2 x 105 células/cm2 para 

estudios de neurogénesis). Los cultivos fueron mantenidos a 37ºC en una atmósfera húmeda con 

un 5% de CO2 y cultivados durante 7 días antes de la experimentación (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Cultivo primario de neuronas corticales de 7 días. Las células están marcadas con βIII-tubulina (verde) y 
DAPI (azul, núcleos celulares). Barra de calibración = 50 μm. 
 

Las neuronas cultivadas durante 7 días fueron tratadas con leptina (100 nM; Sigma-Aldrich), 

con el péptido Aβ-42 en su forma oligomerizada (5 µg/ml; AnaSpec, Inc.), con 5-bromo-2-

desoxiuridina (BrdU; 50 µg/mL, Sigma-Aldrich) para estudios de neurogénesis, y con 

Cucurbitacina I (0,1-10 nM; Calbiochem) para estudios de inhibición de STAT3. 

2.2 Transfección del vector lentiviral en cultivo primario de neuronas 

Para la transfección, el medio Neurobasal que contenía las partículas lentivirales (1 ó 10 

µg/ml) y polibreno (8 µg/ml; Sigma, St. Louis, MO), fue añadido a las neuronas corticales que 
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habían estado 7 días en cultivo. El polibreno es un polímero de carga positiva que facilita la 

unión de los vectores virales a las células. El medio fue sustituido parcialmente tras 2-3 horas de 

incubación y totalmente a las 24 horas. Las células fueron incubadas otras 24 horas más y 

finalmente lisadas para el análisis de proteínas según indica el apartado 2.3. 

2.3 Preparación de muestras para el análisis de proteínas 

Las neuronas se recogieron utilizando un rascador de células en el tampón de lisis (NaCl 150 

mM, Tris-HCl 20 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10% y Nonidet P40 1%) suplementado con un 

cóctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Los 

lisados se centrifugaron durante 10 minutos a 12.000 rpm a 4ºC y los sobrenadantes se 

conservaron para el análisis de proteínas por Western-blot (apartado 3.8.2). 

2.4 Estudio de la neurogénesis en cultivos primarios de neuronas  

Para el estudio de la neurogénesis in vitro  las neuronas se sembraron en placas de 24 

pocillos con cristales cubreobjetos circulares, a una densidad de 2 x 105 células/cm2 y  se 

cultivaron durante 7 días. A continuación, se realizaron los tratamientos con leptina (100 nM), 

oligómeros de Aβ-42 (5 µg/ml) o con ambas moléculas, durante distintos tiempos. Se realizaron 

tratamientos de 72 horas para el estudio de la proliferación celular y otros más largos, de 7 y 14 

días, para el estudio de la supervivencia de las células que habían proliferado (Figura 18). Se 

utilizó el BrdU, un nucleótido sintético análogo a la timidina que se incorpora al ADN de las 

células que entran en división, que se añadió a los cultivos durante 48 horas a una concentración 

de 50 µg/ml (Figura 18). Durante los tratamientos las neuronas fueron mantenidas con un 2% de 

B27 y al final de los mismos las neuronas se fijaron con paraformaldehído (PFA, Krape S.A) al 

4% para la posterior detección inmunocitoquímica de BrdU y de diferentes marcadores celulares 

(ver apartado 2.6). Para el contaje de las células BrdU positivas en los experimentos de 

proliferación celular, se tomaron fotos con un aumento de 20X, de 5 campos distintos (a las 12-, 

3-, 6-, y 9- posiciones del reloj). Al menos 3 cubres de células de cada tratamiento fueron 

analizados. El experimento fue llevado a cabo 3 veces. 
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Figura 18. Cronograma del tratamiento de las neuronas primarias para el estudio de la proliferación y supervivencia 
celular. 
 

2.5 Determinación de la longitud de neuritas en cultivos primarios de neuronas 

Para el estudio de la neuritogénesis las neuronas se sembraron en placas de 24 pocillos con 

cristales cubreobjetos circulares a una densidad de 5 x 104 células/cm2. Tras mantener a las 

células durante 7 días en cultivo, éstas fueron tratadas con leptina (100 nM), oligómeros de Aβ-

42 (5 µg/ml) o con el tratamiento conjunto durante 18 o 36 horas (Figura 19) en ausencia de B27.  

 

 

Figura 19. Cronograma del tratamiento de las neuronas primarias para el estudio de la longitud de neuritas. 
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Al final de los tratamientos las células fueron fijadas con PFA al 4% para comenzar el 

análisis inmunocitoquímico (apartado 2.6) utilizando un anticuerpo específico anti-Calbindina. 

Para el análisis morfológico de la longitud de las neuritas se siguió un método adaptado del 

estudio de Arendt y colaboradores (Arendt y col., 1986). Las imágenes se tomaron con el 

objetivo de 40X del microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan 2. Se consideró neurita 

cualquier proyección desde el soma neuronal pudiendo ser tanto axón como dendrita y según el 

orden de la proyección se distinguió entre neuritas primarias, secundarias, terciarias y 

cuaternarias. La longitud de las neuritas fue analizada usando el programa ImageJ 1.43u 

(National Institute of Health, USA) con el pluging NeuronJ especialmente diseñado para este 

tipo de estudio (Figura 20). Al menos 30 neuronas de cada tratamiento fueron trazadas y 

analizadas. El experimento fue llevado a cabo 3 veces. 

 

 

Figura 20. Análisis de la longitud de neuritas con el programa ImageJ y el pluging NeuronJ. Se partió de una 
imagen de una neurona Calbindina positiva contrateñida con DAPI (A) que fue transformada al modo 8 bits (B) para 
la realización de los trazados (C) de neuritas primarias (rojo), secundarias (azul), terciarias (amarillo) y cuaternarias 
(rosa). Barra de calibración = 20 μm. 
 

2.6 Inmunocitoquímica 

Para la realización de ensayos de inmunocitoquímica las neuronas fueron fijadas durante 30 

minutos con PFA al 4% y lavadas 3 veces en PBS 1X. Para la detección del BrdU se 

desenmascaró el epítopo incubando con una solución de HCl 2 N con 0,3% del detergente 

TritónX-100 durante 30 minutos y se realizaron 2 lavados en PBS 1X durante 10 minutos antes 

de proceder al bloqueo. Las células se bloquearon en PBS 1X con 1% de BSA durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Tras 3 lavados de 5 minutos en PBS 1X, las células se incubaron con el 

anticuerpo primario toda la noche a 4ºC. Todos los anticuerpos primarios utilizados se diluyeron 

en PBS 1X con 0,1% BSA y 0.2% TritonX-100. Al día siguiente se realizaron 3 lavados de 5 

A B C
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minutos en PBS 1X y las células se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora a 

temperatura ambiente y en oscuridad y se realizaron los tres últimos lavados. Todas las 

incubaciones y lavados se realizaron en agitación rotacional. Para finalizar el procedimiento 

montamos los cristales cubreobjetos circulares sobre los portas con FluorSaveTM Reagent 

(Calbiochem).  

 

Los anticuerpos utilizados, sus características y sus diluciones se resumen en las tablas 4 y 5. 

En todos los experimentos los núcleos celulares fueron teñidos con 4’,6-Diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma-Aldrich). 

 

Anticuerpo Inmunógeno Inmunidad Procedencia y  

Referencia 

Dilución 

BrdU BrdU Monoclonal rata 
IgG2a 

Abd Serotec  
(OBT0030S) 

1:400 

βIII-tubulina Péptido correspondiente 
al C-terminal de βIII-
tubulina (EAQGPK) 

Monoclonal ratón IgG1 
(clon 5G8) 

Promega 
(G7121) 

1:1000 

Calbindina Calbindina recombinante 
de rata D-28k 

Policlonal conejo anti 
humano, mono, rata, ratón y 
pollo 

Swant  
(CB38) 

1:500 

Doblecortina 

(DCX) 

Péptido correspondiente 
al extremo C-terminal de 
la DCX humana 

Policlonal cabra anti ratón, 
rata y humano 

Santa Cruz Biotechnology 
(sc-8066) 

1:250 

NeuN Núcleos celulares 
purificados de cerebro de 
ratón 

Monoclonal ratón 
IgG1 (clone A60) 

Millipore 
(MAB277) 

1:250 

GFAP GFAP purificado de 
médula espinal de cerdo 

Monoclonal ratón IgG1 
(clone G-A-5) 

Sigma 
(G 3893) 

1:1000 

 

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados en inmunocitoquímica. 
 
 

Anticuerpo Procedencia y Referencia Dilución 
Anticuerpo policlonal burro anti rata 

IgG conjugado Alexa Fluor 488  

Molecular Probes®  
(A21208) 

1:1000 

Anticuerpo policlonal burro anti cabra 

IgG conjugado Alexa Fluor 555 

Molecular Probes®  
(A21432) 

1:1000 

Anticuerpo policlonal conejo anti ratón IgG conjugado Alexa 

Fluor 555 

Molecular Probes®  
(A21427) 

1:1000 

 

Tabla 5. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunocitoquímica. 
 

2.7 Cultivo de microglía  

Los ensayos realizados con cultivos de microglía se llevaron a cabo en el Instituto Cajal por 

la Dra. María de Ceballos. Los cultivos primarios de microglía se prepararon a partir de la 
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corteza de ratas Wistar neonatales (P0-P1). Las cortezas se disgregaron mecánicamente y se 

sembraron en frascos de 75 cm2 en medio DMEM con alta cantidad de glucosa (Lonza) 

suplementado con 10% de FBS y 40 µg/ml del antibiótico gentamicina. Las células se cultivaron 

en una atmósfera del 5% CO2 a 37ºC y se realizaron cambios de medio a las 24 horas y a los 7 y 

14 días de iniciar el cultivo. Tras 2 semanas en cultivo, aproximadamente, cuando las células 

habían alcanzado la confluencia, se sembraron a una densidad de 40.000 células/pocillo en 

placas de 96 pocillos cubiertas con poli-L-lisina (10 µg/ml) en medio suplementado sólo con 

FBS al 10%. Tras 24 horas de incubación el medio se sustituyó por medio fresco con 0,1% FBS 

las células se trataron con o sin leptina a concentraciones desde 0,25 ug/ml hasta 10 ug/ml, sóla o 

en combinación con la endotoxina LPS (lipopolisacárido) a una concentración de 300 ng/ml. 

2.7.1 Valoración de Nitritos 

La producción de óxido nítrico (NO) en cultivos de microglía se midió utilizando el ensayo 

colorimétrico basado en la reacción de Griess (Sigma-Aldrich), que detecta los nitritos (NO2
−), 

un producto estable de la reacción de NO y oxígeno molecular en los sobrenadantes de cultivos 

celulares. Según recomienda el fabricante, se recogieron 80 µl de cada muestra (medio) y se 

incubaron con 80 µl del reactivo de Griess durante 15 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación se midió la absorbancia a la longitud de onda de 540 nm utilizando un 

espectrofotómetro con lector de placas. La curva de calibración se realizó con cantidades 

crecientes de nitrito sódico. 

2.7.2 Ensayo de viabilidad celular MTT 

Para la valoración de la viabilidad celular de las células de microglía se realizó un ensayo 

basado en el bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Roche) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Para ello se añadieron 10 µl del reactivo de marcaje MTT a 100 

µl del medio de las células de microglía sembradas en placas de 96 pocillos y se incubó durante 4 

horas a 37ºC y en una atmósfera húmeda para posteriormente añadir la solución de solubilización 

e incubar toda la noche a temperatura ambiente. Finalmente se midió la absorbancia a la longitud 

de onda de 550-600 nm (con una longitud de onda de referencia > 650 nm) en un 

espectrofotómetro con lector de placas. 
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3. ENSAYOS IN VIVO 

3.1 Animales de experimentación 

Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones macho doblemente transgénicos APP/PS1 

(APP-swe, PSEN1dE9; The Jackson Laboratory, Bar Garbor, ME, EEUU), un modelo de 

amiloidosis. Estos ratones expresan la proteína precursora amilode quimera entre el ratón y el 

humano (Mo/HuAPP695swe) y la PSEN 1 humana mutada que presenta una deleción en el exón 

9 (PSEN1- dE9) (Scheuner y col., 1996). Ambas mutaciones están dirigidas para expresarse en 

neuronas del SNC. El transgén humanizado Mo/HuAPP695 permite a los ratones secretar el 

péptido Aβ humano de manera que estos animales presentan placas amiloides a partir de los 3-4 

meses de edad en la corteza cerebral (incluyendo el cuerpo calloso) y en el hipocampo, además 

de gliosis, neuritas distróficas y pérdida de la memoria espacial (Minkeviciene y col., 2008).  

 

Los animales tenían 6 meses de edad al inicio de los experimentos. Como controles se 

utilizaron ratones no transgénicos. Todos los animales fueron mantenidos en condiciones 

controladas de temperatura (23 ± 2ºC) y humedad (55 - 60%), con ciclos de luz/oscuridad de 12 

horas y con acceso libre a comida y agua. Se cumplió la normativa indicada en la directiva 

2010/63UE del Parlamento Europeo y del Consejo del 22 de Septiembre del 2010 relativa a la 

protección de los animales utilizados para fines científicos. Todos los procedimientos fueron 

realizados en la Unidad de Cirugía Experimental del Instituto de Investigación Hospital 12 de 

Octubre y fueron aprobados por el comité de bioética de dicho instituto. 

3.2 Genotipado de los animales transgénicos  

3.2.1 Digestión de colas para obtención del ADN 

La digestión del extremo distal (2-5 mm) de las colas de animales de 21 días de edad se 

realizó en el tampón de lisis Nid (KCl 1 M, Tris-HCl 1 M pH 8.3, MgCl2 1 M, gelatina 10%, 

Nonidet P40 2,5%, Tween20 2,5% y proteinasa-K 0,1 µg/µl) calentando y agitando en el 

Thermomixer compact (Eppendorf) durante 3 horas a 56ºC a 1400 rpm y durante 20 minutos a 

96ºC a 500 rpm. Se eliminaron los restos de la digestión centrifugando durante 1,5 minutos a 



MATERIAL Y MÉTODOS__________________________________________________ 

84 
 

8000 rpm a 4ºC, conservando sólo el sobrenadante. De cada fragmento de cola se obtuvieron 

unos 50 µg de ADN, suficientes para múltiples ensayos de genotipado. 

3.2.2 PCR de APP  

Las parejas de oligonucleótidos utilizadas para la amplificación del ADN se recogen en la 

siguiente tabla: 

 

Oligonucleótido Secuencia 5' --> 3' Tipo de oligonucleótido 
oIMR3610 AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG Transgén 
oIMR3611 CGG GGG TCT AGT TCT GCAT Transgén 
oIMR8744 CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG Control positivo interno 
oIMR8745 GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT Control positivo interno 

 

Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados en la PCR de APP 

 

La PCR se realizó en el termociclador Advanced primus 96, siguiendo el siguiente protocolo 

de ciclos: 1 ciclo de desnaturalización del ADN a 96ºC durante 3 minutos seguido de 39 ciclos 

de amplificación del ADN diana (desnaturalización a 94ºC durante 1,5 minutos , hibridación de 

los oligonucleótidos a 60ºC durante 1 minuto y extensión a 72ºC durante 1,5 minutos) y un ciclo 

de extensión final a 72ºC durante 4 minutos. Los productos de la PCR se separaron en geles de 

agarosa. Todos los ratones (transgénicos y no transgénicos) tenían la banda de 200 pares de bases 

que representa el segmento del gen endógeno. La banda de 377 pares de bases correspondiente al 

APP indicó la presencia del transgén (Figura 21). 

3.2.3 PCR de PSEN1  

Se utilizaron las parejas de oligonucleótidos que se muestran en la siguiente tabla: 

Oligonucleótido Secuencia 5' --> 3' Tipo de oligonucleótido 
oIMR1644 AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA Transgén 
oIMR1645 GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT Transgén 
oIMR7318 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT Control positivo interno 
oIMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C Control positivo interno 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados en la PCR de PSEN1 
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Figura 21. Visualización de los productos de las PCRs de los transgenes APP (arriba) y PSEN1.(abajo) en geles de 
agarosa. Se muestran las bandas control y las del transgén. A la izquierda de cada uno de los geles aparece el 
marcador de peso molecular de 1KDa. 
 
 

La PCR se realizó en el termociclador Advanced primus 96 y llevamos a cabo el mismo 

programa de ciclos descrito anteriormente para la PCR de APP. Separamos los productos de la 

PCR en un gel de agarosa. Todos los ratones (transgénicos y no transgénicos) tenían la banda de 

324 pares de bases que representa el segmento del gen endógeno. La banda de 608 pares de bases 

correspondía al transgén PSEN1 (Figura 21). 

3.3 Terapia génica con leptina 

Los vectores lentivirales (HIV-leptina o HIV-vv) se administraron a los ratones transgénicos 

APP/PS1 mediante una inyección icv. Para ello, los ratones se anestesiaron con isofluorano 

(Forane®) y se colocaron en un aparato de cirugía estereotáxica (Panlab SL) con adaptador 

Cunningham para ratón (Panlab SL). A continuación se inyectaron 2 µl de la suspensión del 

lentivirus por ventrículo lateral a una concentración de 140 g/ml, utilizando una jeringa Hamilton 

a una velocidad de 1 µl/minuto (Figura 22). Las coordenadas seguidas para la inyección desde el 

punto Bregma fueron: 0,6 mm posterior, 1,1 mm lateral, 2 mm ventral. También se incluyeron en 

el experimento ratones control no transgénicos a los que se les realizó una operación simulada 

SHAM. La terapia génica fue de 1 y 3 meses de duración (Figura 23). 

PCR de PSEN1

Transgen PSEN1

Control positivo interno

PCR de APP

Transgen APP

Control positivo interno
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Figura 22. Aparato de cirugía estereotáxica. Se muestra al ratón situado en el adaptador (negro) y la jeringa 
Hamilton acoplada en el aparato para la administración icv de los vectores lentivirales. 
 

3.4 Tratamiento con BrdU 

Durante la última semana de la terapia génica se realizaron las inyecciones de BrdU para el 

estudio de la proliferación y diferenciación celular en los ratones transgénicos APP/PS1. Los 

ratones recibieron una inyección intraperitoneal diaria de BrdU a una concentración de 50 mg/kg 

disuelto en NaCl al 0,9% durante los últimos 7 días de la terapia génica de 1 o 3 meses (Figura 

23). La dosis de BrdU empleada fue suficiente para marcar nuevas células en el ratón sin tener 

ningún efecto tóxico sobre las células proliferantes. A las 24 horas de la última inyección de 

BrdU los animales fueron sacrificados para la recogida de muestras (Figura 23). 

3.5 Comportamiento 

Durante los 10 últimos días de la terapia génica de leptina de 3 meses, se realizaron los tests 

de comportamiento a todos los animales incluidos en el grupo experimental: los ratones control y 

los transgénicos APP/PS1 tratados con HIV-leptina o HIV-vv (Figura 23). Todos los tests se 

llevaron a cabo entre las 09:00 y las 14:00 horas y fueron realizados a ciegas y por el mismo 

investigador. 
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Figura 23. Cronograma del diseño experimental in vivo de 1 (arriba) o 3 (abajo) meses de duración. Se indica el 
tamaño muestral (n) de cada grupo. 

 

En la tabla siguiente se recogen los tests de comportamiento realizados en cada uno de los 

días: 

Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 7 Día 8 Día 9 Día 10 
Laberinto  

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto 

en T 
Laberinto  

en T 
Reconocimiento 

del nuevo 
objeto 

   Laberinto 
en cruz 
elevado 

Laberinto 
en cruz 
elevado 

   Habituación para 
test de 

reconocimiento 
del nuevo objeto 

 

 

Tabla 8. Planificación de los tests de comportamiento. 
 

3.5.1 Test de "El laberinto en T" 

El laberinto en T es un test que sirve para valorar la capacidad cognitiva de los roedores 

(Deacon y Rawlins, 2006). Se trata de un laberinto en forma de T dispuesto de manera horizontal 

con unas dimensiones de 30 x 5 cm por brazo (Figura 24). Los animales empiezan en la base de 

BrdU

APP/PS1 + HIV-vv (n=5)

APP/PS1 + HIV-leptina (n=5)

Controles (SHAM) (n=5)

Tratamiento de 1 mes

Tratamiento de 3 meses

Mes 1 Mes 2 Mes 3

BrdU

1 mes

Sacrificio

Terapia génica con leptina

Terapia génica con leptina

Sacrificio

Análisis bioquímico e 
inmunohistoquímico

APP/PS1 + HIV-vv (n=12)

APP/Ps1 + HIV-leptina (n=12)

Controles (SHAM) (n=12) Análisis bioquímico e 
inmunohistoquímico

Comportamiento
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la T y se les deja elegir entre uno de los dos brazos que componen la T. En un segundo intento, 

lo normal es que el roedor tienda a visitar el brazo que no había visitado antes porque se acuerda 

de que había estado en el otro brazo en el intento anterior. A esto se le conoce como "alternancia 

espontántea". Esta tendencia se puede reforzar introduciendo al animal hambriento y 

recompensándolo con su comida preferida si alterna adecuadamente. Esta variación es conocida 

como "alternancia con recompensa". Tanto la alternancia espontánea como la de recompensa son 

muy sensibles a la disfunción hipocampal, aunque otras áreas del cerebro están implicadas. En 

nuestro estudio se utilizó la la alternancia espontánea. La prueba se realizó durante 9 días 

consecutivos, con dos intentos por día, de manera que en el primer intento se bloqueó el brazo 

derecho en los días pares y en los días impares se bloqueó el izquierdo (Figura 24). Una vez 

incorporado el ratón en el brazo libre, fue retenido durante un 1 minuto y a continuación se 

volvió a colocar al principio del brazo central para contar el tiempo que el animal tardaba en 

optar por entrar al brazo derecho o al izquierdo. A este tiempo se le denomina latencia. 

 

 

Figura 24. Fotografía del test del laberinto en T. Corresponde al primer intento de un día par con bloqueo del brazo 
izquierdo. 

3.5.2 Test de "El laberinto en cruz elevado" 

Realizamos la prueba del laberinto en cruz elevado para evaluar la ansiedad (Rodgers y 

Dalvi, 1997) y la actividad exploratoria (Kou y col., 2010) de los ratones a estudio. Este laberinto 

está compuesto por dos brazos abiertos opuestos (30 x 5 cm) y dos brazos cerrados opuestos (30 

x 5 x 15 cm) que están conectados por un cuadrado central abierto (5 x 5cm) sujetado por un eje 

central que mantiene a la estructura elevada del suelo (Figura 25). Esta prueba fue realizada 

durante los días 4 y 5 del estudio comportamental, 2 horas después de haber realizado la prueba 
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del laberinto en T. Para ello los animales se colocaron en el centro del laberinto (Figura 25) y 

durante un tiempo total de 5 minutos se contó el número de veces y el tiempo que los animales 

permanecían en los brazos abiertos y en los brazos cerrados. Las entradas a los brazos abiertos y 

su duración reflejan la actividad exploratoria en el área ansiogénica, mientras que las entradas en 

los brazos cerrados y su duración son un reflejo de la actividad exploratoria en áreas seguras. El 

ratio entre el número de entradas o su duración en los brazos abiertos y el número de entradas 

totales a cualquiera de los brazos o su duración es una medida específica de ansiedad. 

 

 

Figura 25. Fotografía del laberinto en cruz elevado. El ratón aparece en el punto de inicio. 
 

3.5.3 Test de reconocimiento del nuevo objeto 

Se trata de un test para evaluar la memoria de reconocimiento visual no espacial de los 

animales mediante el reconocimiento de un nuevo objeto (Dewachter y col., 2002). Esta prueba 

se realizó en una caja cuadrada con dimensiones de 60 x 60 x 60 cm durante los dos últimos días 

del comportamiento. El primer día, el animal se habituó en la caja vacía durante 15 minutos 

(Figura 26). El segundo día, en primer lugar, el animal realizó una entrada de 10 minutos en la 

caja que contenía uno de los objetos (Figura 26). Transcurridas 3 horas de la exposición al 

primer objeto, el animal volvió a realizar una entrada de 10 minutos en la caja donde se había 

incorporado un nuevo objeto (Figura 26). En este momento se evaluó la capacidad de 

exploración del animal sobre el nuevo objeto. En cada una de las entradas se registró el tiempo 

que dedicó el ratón a explorar cada uno de los objetos, considerándose como actividad 

exploratoria la aproximación de la nariz del animal al objeto a una distancia de 1 cm o menor. 
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Figura 26. Fotografías del test de reconocimiento de objetos. Se muestra el día 1 (izquierda) y día 2 durante la 
entrada 1(centro) y la entrada 2 (derecha). 
 

Los datos fueron expresados como el porcentaje de exploración del nuevo objeto con 

respecto al tiempo total de exploración de la prueba. Este porcentaje es conocido como el índice 

de reconocimiento. 

3.6 Sacrificio de los animales y recogida de muestras 

Al finalizar la terapia génica de 1 o 3 meses de duración los animales fueron anestesiados con 

isofluorano para ser perfundidos con tampón fosfato (PB: phosphate buffer) 0.1 M. Para la 

perfusión, los animales se colocaron en posición decubito supino sobre una placa adecuada para 

la recogida de los líquidos de lavado. Se insertó la aguja de la jeringuilla que contenía PB 0.1 M 

en el ventrículo izquierdo del corazón y, para permitir el escape de la circulación de retorno del 

líquido de lavado, se realizó una incisión en la aurícula derecha. El tiempo de perfusión para el 

lavado de cada ratón fue de un tiempo mínimo de 20 minutos. Tras la perfusión, se extrajo el 

cerebro y se cortó sagitalmente en dos mitades. La corteza y el hipocampo de uno de los 

hemicerebros fueron diseccionados y conservados a -80ºC hasta su procesamiento para análisis 

bioquímicos. El otro hemicerebro fue sumergido en PFA al 4% preparado en PB 0.1 M pH 7.4 

para su fijación por inversión durante 48-72 horas. El tejido fijado se utilizó para análisis 

histológicos. 

Día 1: Habituación Entrada 1 con exposición al primer objeto Entrada 2 con exposición al nuevo objeto

Día 2
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3.7 Muestras humanas 

Las cortezas pertenecientes a cerebros post mórtem de controles y pacientes con diferentes 

grados de demencia fueron proporcionadas por el banco de tejidos del Institut de Neuropatologia 

del IDIBELL-Hospital Universitari de Bellvitge. 

3.8 Análisis de proteínas 

3.8.1 Preparación de las muestras 

Los tejidos (corteza e hipocampo) se lisaron en tampón de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 

mM, EDTA 5 mM, glicerol 10% y Nonidet P40 1%) suplementado con un cóctel de inhibidores 

de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Para la cuantificación de las 

proteínas se utilizó al método de BCA Protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, EEUU) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. Para obtener la recta patrón se realizaron diluciones seriadas de 

BSA para utilizarla como proteína estándar. El resto de concentraciones se determinaron en base 

a esa recta. Las medidas de absorbancia se realizaron en el espectrofotómetro MultiSkan Ex 

(Thermo Scientific) para placas de 96 pocillos. Un total de 50 µg de proteína en tampón de carga 

reductor 4X (Tris HCl 0,125 mM pH 6,8, SDS 5%, glicerol 17%, β-mercaptoetanol 2% (v/v) y 

azul de bromofenol) se utilizaron por muestra. Las proteínas se calentaron durante 10 minutos a 

90ºC antes de su carga en el gel.  

3.8.2 Western-blot 

El Western blot es una técnica que consiste en una primera fase de electroforesis en gel de 

poliacrilamida en presencia de sulfato dodecyl de sodio (PAGE-SDS) en condiciones reductoras. 

Se utilizó el sistema de electroforesis Mini-Protean 3 (BioRad). Se cargaron 50 µg de cada 

muestra y como marcador de masa molecular se utilizó Precision Plus Protein WesternC 

Standards (Biorad). Se hizo correr el gel inicialmente unos 20 minutos a 70 V hasta que el frente 

entró en el gel separador y posteriormente a 100 V, tardando aproximadamente 2 horas (el 

tiempo depende de la concentración de acrilamida del gel). Tras la electroforesis, las proteínas se 

transfirieron a membranas de Immobilon™ PVDF (Polyvinylidene Difluoride) (Millipore, 

Madrid, España). Para ello se utilizó un sistema de electrotransferencia Mini trans-blot (Biorad). 
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La transferencia se llevó a cabo a un voltaje constante de 50 V durante 90-120 minutos a 4ºC. 

Para realizar la inmunodetección de las proteínas de interés, en primer lugar bloqueamos la 

membrana durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación suave con tampón Tris base salino 

(TBS: Tris-buffered saline) 1X con Tween20 al 0,05% (TTBS) y leche en polvo descremada al 

5%. Seguidamente se incubó con el anticuerpo primario toda la noche a 4ºC en agitación, 

preparado, al menos que el fabricante diga lo contrario, en TTBS 1X con 1% BSA y 0,01% azida 

sódica. Al día siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos en TTBS 1X en agitación suave y 

a temperatura ambiente, para proceder a la incubación con el anticuerpo secundario conjugado a 

la peroxidasa de rábano (HRP) diluido en TTBS 1X durante 1 hora, en agitación suave y a 

temperatura ambiente. Tras 3 lavados en TTBS 1X y 2 lavados en TBS 1X, las proteínas fueron 

procesadas por quimioluminiscencia con el kit Immun-StarTM WesternCTM (Bio-Rad) y las 

imágenes fueron reveladas utilizando el Image Quant LAS (GE). Todas las membranas se 

incubaron con una proteína normalizadora de carga para usarla como patrón interno. Para 

realizar la densitometría de las bandas se utilizó el programa informático ImageJ 1.43u (National 

Institute of Health, USA). Los anticuerpos utilizados se describen en las tablas 9 y 10. 

3.9 Inmunoprecipitación de HA 

Para la inmunoprecipitación de la proteína HA-leptina se utilizó la sefarosa acoplada a 

proteína G (GE). En primer lugar, el anticuerpo anti-HA fue acoplado a la proteína G de la 

sefarosa mediante la incubación de 5 μg del anticuerpo HA (diluido en 200 µl de PBS 1X) con 

50 μl de sefarosa durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación rotacional. Tras lavar la 

muestra se incubó con el lisado de la corteza, conteniendo 200 µg de proteína total, durante toda 

la noche a 4ºC. Al final de la incubación el sobrenadante enriquecido en HA-leptina fue recogido 

para comenzar la técnica de Western-blot (apartado 3.8.2). 

3.10 Preparación de sinaptosomas 

Para la preparación de fracciones enriquecidas en sinaptosomas se utilizó el método descrito 

por D'Amelio y colaboradores (D'Amelio y col., 2011). Las muestras (corteza e hipocampo) se 

homogeneizaron en el tampón de lisis: sacarosa 320 mM, HEPES 4 mM ph 7.4, EGTA 1 mM, 

PMSF 1 mM con inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche).   
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El homogenado se centrifugó a 1000 g durante 10 minutos y el sobrenadante resultante se 

centrifugó a 12000 g durante 15 minutos.  El pellet se lavó en el tampón de lisis centrifugando a 

13000 g durante 15 minutos para obtener el pellet final que contenía la fracción enriquecida en 

sinaptosomas. Para el análisis por Western-blot de las proteínas de los sinaptosomas el pellet se 

resuspendió en tampón de carga reductor 2X y se realizó el análisis de proteínas tal y como se 

indica el apartado 3.8.2. 

 

Anticuerpo Inmunógeno Inmunidad Procedencia y  

Referencia 

Dilución 

Sinapsina I Sinapsina I purificada de 
cerebro bovino 

Policlonal conejo anti 
rata, ratón, bovino y 
humano 

Sigma 
(S 193) 

1:5000 

Sinaptofisina Sinaptofisina de retina de 
rata 

Monoclonal ratón anti 
humano, ratón, porcino y 
rata 

Millipore 
(MAB368) 

1:1000 
 

PSD-95 Péptido sintético derivado 
de los residuos 50-150 de 
PSD-95 de ratón 

Policlonal conejo anti 
humano, ratón y rata 

Abcam 
(ab18258) 

1:1000 

SNAP-25 Proteína SNAP-25 
completa 

Monoclonal ratón anti 
ratón y todos los 
mamíferos 

Abcam 
(ab24737) 

1:1000 

Caspasa-3 Péptido sintético de los 
residuos que rodean el 
sitio de corte de la 
caspasa-3 humana 

Policlonal conejo anti 
humano, ratón, rata y 
mono 

Cell Signaling 
(#9662) 

1:1000 

p-Stat3 Fosfopéptido sintético de 
los residuos que rodean a 
Tyr705 en Stat3 de ratón 

Monoclonal conejo anti 
humano, ratón y rata 

Cell Signaling 
(#9145) 

1:2000 

BACE1 Péptido sintético 
correspondiente a la 
región N-terminal de 
BACE1 humana 

Policlonal conejo anti 
humano y ratón 

Sigma 
(B 0681) 

1:1000 

Ob-R Péptido sintético 
correspondiente a los 
aminoácidos 870-894 de 
la Ob-Ra de ratón. 

Monoclonal ratón Santa Cruz 
(sc-8391) 

1:150 

Megalina Proteína de fusión 
correspondiente los 
aminoácidos 87-196 de 
megalina de ratón 

Policlonal ratón Abcam 
(ab21849) 

1:500 

HA Péptido sintético 
correspondiente a los 
aminoácidos 98-106 de 
HA del virus influenza. 

Monoclonal ratón Sigma 
(H 3663) 
 

1:250 

 

Tabla 9. Anticuerpos primarios utilizados en Western-blot. 
 
 

Anticuerpo Procedencia y  Referencia Dilución 
Anticuerpo policlonal cabra anti ratón 

conjugado a HRP 

Pierce  
(31430) 

1:10000 

Anticuerpo policlonal cabra anti conejo 

conjugado a HRP  

Bio-Rad  
(170-7515) 

1:10000 

 

Tabla 10. Anticuerpos secundarios utilizados en Western-blot. 
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3.11 ELISA de Aβ-40 y Aβ-42  

Para una determinación precisa de los niveles de Aβ-40 y Aβ-42 en corteza e hipocampo de 

los ratones APP/PS1, se utilizaron los ELISAs comerciales (BIOSOURCE) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Las muestras fueron homogenizadas en la solución A (Guanidina-

HCl 5 M, Tris HCl 50 mM ph 8.0) durante 3-4 horas a temperatura ambiente. A continuación, la 

muestra se diluyó en la solución B (KCl 0.2 g/l, KH2PPO4 0.2 g/l, NaCl 8.0 g/l, Na2HPO4 1.15 

g/l, BSA 5%, Tween20 0.03%) y se centrifugó a 16.000 g durante 20 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante resultante se utilizó para la realización del ELISA. Se añadieron 50 µl del 

anticuerpo de detección, se incubó durante 3 horas, se lavó e incubó de nuevo con 100 µl del 

anticuerpo conjugado a HRP durante 20 minutos. A continuación se lavó y se realizó una última 

incubación con la solución de revelado durante 30 minutos en oscuridad. Las incubaciones se 

realizaron en agitación y a temperatura ambiente. Finalmente tras añadir la solución de parada se 

midió la absorbancia a la longitud de onda de 450 nm utilizando el espectrofotómetro MultiSkan 

Ex (Thermo Scientific) para placas de 96 pocillos. La curva de calibración se realizó con 

cantidades crecientes del péptido Aβ-40 o Aβ-42. 

3.12 Determinación de la actividad de BACE1  

Se utilizó el kit comercial SensiZyme BACE1 Activity Assay (Sigma-Aldrich) para determinar 

la actividad de BACE1 en lisados celulares de corteza e hipocampo preparados en el tampón de 

lisis: NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10% y Nonidet P40 1%, 

suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor 

Cocktail, Roche). Para ello se añadieron 100 µl del lisado a una placa cubierta con el anticuerpo 

anti-BACE1 y se incubó durante 2 horas a 4ºC. A continuación se lavaron los pocillos para 

proceder a la incubación con 50 µl del sustrato A toda la noche a temperatura ambiente y en 

cámara húmeda. El sustrato A es una proenzima que contiene el lugar de acción de BACE1 

fusionada a otra proteasa, de manera que cuando ésta es escindida por BACE1 se transforma en 

una proteasa nueva y activa. Al final de la incubación añadimos 50 µl de la mezcla del sustrato B 

y ditiotreitol (DTT) y agitamos la placa durante 20 segundos. El sustrato B es un péptido 

colorimétrico que es escindido por la nueva proteasa. Finalmente la placa se incubó a 

temperatura ambiente durante 2-3 horas y se midió la absorbancia a la longitud de onda de 405 



____________________________________________________MATERIAL Y MÉTODOS 

95 
 

nm utilizando el espectrofotómetro MultiSkan Ex (Thermo Scientific) para placas de 96 pocillos. 

La curva de calibración se realizó con cantidades crecientes de la proteína BACE1. 

3.13 Valoración de la muerte celular  

Para la valoración de muerte celular se partió de lisados de corteza e hipocampo en el tampón 

de lisis: NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10% y Nonidet P40 1%, 

suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor 

Cocktail, Roche) y se utilizó el kit Cell Death Detection ELISA
PLUS (Roche), que dectecta la 

fragmentación del ADN de las células que entran en el proceso apoptótico, siguiendo las 

instrucciones que recomienda el fabricante. Se añadieron 20 µl del lisado y se incubaron con 80 

µl de una solución de anticuerpos anti-histona y anti-ADNpod durante 2 horas en agitación y a 

temperatura ambiente. Tras los lavados se añadió la solución de revelado y la reacción se paró 

tras 10-30 minutos. A continuación se midió la absorbancia a la longitud de onda de 405 nm 

utilizando el espectrofotómetro MultiSkan Ex (Thermo Scientific) para placas de 96 pocillos. 

3.14 Técnicas histológicas 

Los cerebros previamente fijados en PFA al 4% y conservados a 4ºC en PB 0.1 M se 

seccionaron a 50 µm utilizando un vibratomo (Leica) y los cortes se recogieron en PB 0.1 M frío. 

Todos los anticuerpos utilizados se resumen en las tablas 11 y 12. 

3.14.1 Inmunofluorescencia 

Las secciones de cerebro se bloquearon en PB 0,1 M con BSA al 3% durante 2 horas y se 

incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios. Todos los anticuerpos primarios 

se diluyeron en PB 0.1 M con 0.5% BSA y 0.5% TritónX-100. Tras la incubación con el 

anticuerpo primario, se lavó 3 veces en PB 0,1 M durante 10 minutos para seguidamente incubar 

en oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario diluido en la 

misma solución que el primario. Tras la incubación se hicieron 3 lavados de 15 minutos en PB 

0,1 M. Todas las incubaciones y lavados se realizaron en agitación rotacional. Para finalizar, los 

cortes se montaron en los portas y se adhirieron los cubres usando FluorSaveTM Reagent 

(Calbiochem). 
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En los estudios de inmunofluorescencia las imágenes fueron tomadas utilizando dos 

microscopios: un microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss MicroImaging, Tec 

Laim s.a., Madrid, España) con una lámpara de mercurio de alta presión HBO 100 W, objetivos 

LD plan-neofluar de 2,5X, 10X, 20X, 40X y 63X aumentos y cámara SPOT Cam, que utiliza el 

programa SPOT 32 Advanced, versión 4.0.4. (Diagnostic Instruments inc., Tec Laim s.a., 

Madrid, España), y un microscopio confocal (Zeiss LSM 510 Meta scanning laser). Para cada 

imagen tomada dentro de un mismo estudio se mantuvieron las condiciones de potencia de láser, 

adquisición y compensación del detector y apertura del poro. 

3.14.2 Inmunohistoquímica  

En primer lugar se bloqueó la peroxidasa endógena del tejido incubando en PBS 1X con 10% 

metanol y 3% H2O2 durante 5 minutos. A continuación se lavó 3 veces durante 10 minutos y 

bloqueó en PBS 1X con 10% de suero de caballo durante 2 horas. Seguidamente el tejido se 

incubó con el anticuerpo primario toda la noche a 4ºC. Todos los anticuerpos primarios se 

prepararon en PBS 1X al 0.1% BSA y 0.2% TritonX-100. Al día siguiente, tras 3 nuevos lavados 

de 10 minutos en PBS 1X, los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a 

biotina, preparado en la misma solución que el primario, durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Transcurrido ese tiempo se reveló por sistema indirecto usando el complejo avidina-biotina 

peroxidasa (método ABC, Vector Laboratories, CA, USA) preparado en PBS 1X unos 30 

minutos antes de su utilización y se visualizó mediante la oxidación de 3,3'-diaminobenzidina 

(DAB; Vector Laboratories, CA, USA) como cromógeno. Las secciones se montaron en portas 

gelatinizados y se dejaron secar toda la noche. Al día siguiente se deshidrataron en alcoholes de 

graduación creciente (70º, 80º, 96 y 100º, 1 minuto en cada uno) y desengrasaron tras 2 cambios 

en xileno de 30 minutos. Finalmente se colocaron los cubreobjetos con el medio de montaje 

rápido con base de tolueno DPX (Panreac Química SA, Barcelona, España). 

 

En los estudios de inmunohistoquímica las imágenes se tomaron utilizando el Zeiss Axioplan 

2 (Carl Zeiss MicroImaging, Tec Laim S.A., Madrid, España) con objetivos LD plan-neofluar de 

2,5x, 10x, 20x, 40x y 63x aumentos y cámara SPOT Cam, que utiliza el programa SPOT 32 

Advanced, versión 4.0.4. (Diagnostic Instruments inc., Tec Laim s.a., Madrid, España). 
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3.14.3 Inmunohistoquímica: detección del Aβ 

Para realizar la inmunohistoquímica de detección del Aβ, los cortes fueron tratados con ácido 

fórmico al 88% durante 20 minutos para el desenmascaramiento de los epítopos del péptido y se 

lavó 2 veces en PBS 1X durante 10 minutos antes comenzar con el protocolo de 

inmunohistoquímica descrito en el aparato anterior (3.14.2). 

3.14.4 Inmunohistoquímica: detección del BrdU 

Para la inmunohistoquímica de BrdU, el ADN del tejido se desnaturalizó mediante una 

incubación de 30 minutos en HCl 2 N a temperatura ambiente y a continuación se lavó 2 veces 

en PBS 1X durante 10 minutos para empezar con el protocolo de inmunohistoquímica general 

(apartado 3.14.2).  

 

Anticuerpo Inmunógeno Inmunidad Procedencia y  

Referencia 

Técnica y 

Dilución 
Aβ Péptido sintético 1-40 conjugado a BSA Policlonal conejo anti 

humano 
Millipore 
AB5076 

IH 1:500 

GFAP GFAP purificado de médula espinal de cerdo Monoclonal ratón IgG1 
(clone G-A-5) 

Sigma 
(G 3893) 

IH 1:10000 
IF 1:1000 

BrdU BrdU conjugado a BSA Monoclonal ratón IgG1  Hybridoma Bank 
(G3G4) 

IH 1:10000 

BrdU BrdU Monoclonal rata 
IgG2a 

Abd Serotec  
(OBT0030S) 

IF 1:400 

βIII-tubulina Péptido correspondiente al extremo C-
terminal de βIII-tubulina (EAQGPK) 

Monoclonal ratón IgG1 
(clon 5G8) 

Promega 
(G7121) 

IF 1:1000 

DCX Péptido correspondiente al extremo C-
terminal de la DCX humana 

Policlonal cabra anti 
ratón, rata y humano 

Santa Cruz 
Biotechnology 
(sc-8066) 

IF 1:500 

NeuN Núcleos celulares purificados de cerebro de 
ratón 

Monoclonal ratón 
IgG1 (clone A60) 

Millipore 
(MAB277) 

IF 1:250 

Ob-R Péptido sintético correspondiente a los 
aminoácidos 870-894 de Ob-Ra de ratón. 

Monoclonal ratón Santa Cruz 
(sc-8391) 

IH 1:500 

Megalina Megalina Policlonal conejo Dr. Michele Marino 
Universidad de Pisa, 
Italia 

IH 1:250 

HA Péptido sintético correspondiente a los 
aminoácidos 98-106 de HA del virus 
influenza. 

Monoclonal ratón IgG1 
(clon HA-7) 

Sigma 
(H 3663) 
 

IH 1:500 

Lectina de tomate 

biotinilada 

  Sigma 
(L0651) 

IH 1:150 

 

Tabla 11. Anticuerpos primarios utilizados en. inmunohistoquímica (IH) o. inmunofluorescencia (IF). 
 

3.14.5 Tinción de placas amilodeas con tioflavina 

Se utilizó la Tioflavina-S (Sigma-Aldrich Química, Tres Cantos, Madrid, España), una sal de 

benzotiazol, para visualizar la presencia de agregados amiloides. Para realizar la tinción se 
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trabajó en oscuridad y los cortes en flotación fueron tratados durante 8 minutos con Tioflavina-S 

al 0.1% en etanol al 50% y a continuación lavados durante 10 minutos 2 veces en etanol al 80% 

y 2 veces en agua destilada para finalmente dejar los cortes como mínimo durante 30 minutos en 

PB 0,1 M a 4ºC. Los cortes se montaron en portas gelatinizados y se cubrieron con FluorSaveTM 

Reagent (Calbiochem). 

 

Anticuerpo Procedencia y Referencia Técnica y dilución 
Anticuerpo caballo anti ratón biotinilado 

 

Vector Laboratories 
(BA-2000) 

IH 1:250 

Anticuerpo cabra anti conejo biotinilado 

 

Vector Laboratories 
(BA-1000) 

IH 1:250 

Anticuerpo policlonal burro anti ratón 

IgG conjugado a Alexa Fluor 488 

Molecular Probes® 
(A21202) 

IF 1:1000 

Anticuerpo policlonal cabra anti conejo 

IgG conjugado a Texasred 

Jackson Immuno Research 
(111-075-003) 

IF 1:1000 

Anticuerpo policlonal burro anti cabra 

IgG conjugado Alexa Fluor 488 

Molecular Probes®  
(A11055) 

IF 1:1000 

 

Tabla 12. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunohistoquímica (IH) o inmunofluorescencia (IF). 
 

3.14.6 Tinción de células en degeneración con Fluoro-Jade B 

El Fluoro-Jade B (Millipore, Temecula, CA) es una fluoresceína polianiónica que se une 

específicamente a neuronas en degeneración (Schmued y Hopkins, 2000). Para realizar la 

tinción, en primer lugar, los cortes se montaron en portas gelatinizados (1,5-2% gelatina) y se 

dejaron secar toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente se introdujeron en la estufa 

durante 30 minutos a 40ºC para eliminar los posibles restos de humedad. Tras el secado, los 

portas se colocaron en cestillos para ser pasados por la siguiente secuencia de soluciones (desde 

a hasta g): a- NaOH al 1% preparada en etanol al 80% durante 5 minutos; b- etanol 70% durante 

2 minutos; c- agua destilada durante 1 minuto; d- KMnO4 al 0,06% durante 10-20 minutos en 

agitación; e- agua destilada 2 minutos; f- Fluoro-Jade B al 0.004% preparado a partir de la 

solución madre al 0.01% en 0.1% de ácido acético; g- 3 lavados de 1 minuto con agua destilada. 

A continuación se eliminó el exceso de agua apoyando los portas verticalmente sobre una 

superficie absorbente y éstos se colocaron en una estufa a 50ºC durante 5-10 minutos hasta que 

los cortes estuvieron completamente secos. Finalmente las secciones se desengrasaron durante 1 

minuto en xileno y se cubrieron usando el medio de montaje DPX. 
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3.15 Técnicas de análisis de imagen 

3.15.1 Densitometría de placas amiloides 

La densitometría de placas en corteza e hipocampo fue realizada sobre secciones marcadas 

mediante inmunohistoquímica-DAB con el anticuerpo específico anti-Aβ. 5 ó 6 secciones de 

cada animal fueron analizadas. Para ello se tomaron fotografías con un aumento 10X de la 

corteza (3 o 4 áreas) y del hipocampo y las imágenes se densitometraron utilizando el programa 

informático libre ImageJ versión1.43u (National Institute of Health, USA). 

3.15.2 Densitometría de astrogliosis 

La densitometría de placas en corteza e hipocampo fue realizada sobre secciones marcadas 

mediante inmunohistoquímica-DAB con el anticuerpo específico anti-GFAP siguiendo el mismo 

procedimiento descrito en el apartado anterior (3.15.1). 

3.15.3 Determinación del área de astrocitos reactivos asociada a placas 

Para determinar el área de astrocitos reactivos que se concentraban alrededor de las placas 

amiloides se siguió el protocolo descrito previamente (Carro y col., 2006a). Se realizó una 

inmunoflurescencia doble utilizando anticuerpos específicos anti-GFAP y anti-Aβ y 5 ó 6 

secciones de cada animal fueron analizadas. Para ello se tomaron 3 o 4 fotografías con el 

objetivo 40X de diferentes zonas de la corteza y se analizaron con el programa informático 

ImageJ 1.43u (National Institute of Health, USA) para obtener el área de las superficies positivas 

para GFAP y Aβ . Los datos se representaron como el ratio entre el área GFAP positiva y el área 

de la placa. Las dos áreas debían estar dentro de un espacio de referencia. El espacio de 

referencia es un círculo virtual centrado en el punto medio de la placa, de manera que su radio es 

dos veces el radio de la placa. Este procedimiento aseguró, en primer lugar, que la medida de la 

fluorescencia de GFAP estaba realmente asociada a la placa y era proporcional al tamaño de 

cada placa y, en segundo lugar, que por cualquiera que fuese el tamaño de la placa, los datos 

representaban la gliosis por unidad de área de placa, de esta manera los datos no dependieron del 

tamaño relativo de las placas, ya que mientras que las placas pueden variar en tamaño los 

astrocitos reactivos aparecen muy similares. 
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3.15.4 Cuantificación del número de células BrdU y DCX positivas 

Para la cuantificación del número de núcleos marcados con BrdU o con DCX, se siguió el 

protocolo descrito por Trejo y colaboradores (Trejo y col., 2001). Se utilizaron una de cada seis 

secciones desde el extremo rostral hasta el caudal del hipocampo (en coordenadas Bregma: desde 

-1,06 mm hasta -3,80 mm) (Figura 27). Esta estrategia aseguró que no se contaran más de una 

vez las mismas células en secciones adyacentes y garantizó que el área del giro dentado 

analizada para cada animal era constante. El contaje se realizó a partir de las fotografías tomadas 

con un objetivo de 40X. Las imágenes se ampliaron todo lo necesario para distinguir células 

individuales de agrupaciones de células.  

 

 

 

Figura 27. Metodología para el estudio de la proliferación y diferenciación celular in vivo. A, plano sagital del 
cerebro de ratón donde se muestra entre las líneas rojas el área definida para realizar el análisis inmunohistoquímico 
del número de células BrdU positivas. Modificada del atlas estereotáxico de ratón  (Paxinos y Franklin, 2001) B, 
región del hipocampo considerada para el contaje de células BrdU+: GLC (capa de células granulares) y SGZ (zona 
subgranular) del hipocampo.  
 

3.16 Microscopía electrónica 

Los estudios de ME fueron realizados por el grupo del Dr. Miguel Garzón.en el departamento 

de Anatomía de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid. 

3.16.1 Preparación del tejido para ME 

Los animales fueron anestesiados con Nembutal (100 mg/kg) y perfundidos, en primer lugar, 

con 100 ml de PB 0,1 M para el lavado, después con 100 ml de una solución de acroleína al 

3,8% y PFA al 2% preparada en PB 0,1 M pH 7.4 y finalmente con 50 ml de PFA al 2% en PB 

0,1 M. Tras la perfusión se extrajo el cerebro y se post-fijó en PFA 2% toda la noche. Utilizando 

BA
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el vibratomo Series 3000 (Technical Products International, St. Louis, MO) se aisló el 

hipocampo realizando cortes de 500 µm y con la ayuda de una lupa y un bisturí se cortaron 

trapezoides de 1,5 mm3 de tejido de la zona CA1 del hipocampo (Figura 28). Un total de 3 

bloques de tejido por ratón fueron cortados. Cada bloque fue colocado en un vial de cristal, 

codificado y ciego para cada condición, para ser postfijado en tetraóxido de osmio al 1% en PB 

0,1 M durante 2 horas, deshidratado en una serie de etanoles fríos de graduación creciente, e 

incubado durante 24 horas en una mezcla 1:1 de óxido propileno y resina epoxy (Embed 812, 

Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) y, finalmente, durante 12-15 horas en 

resina epoxy al 100%. Una vez embebidos en la resina epoxy, los bloques se transfirieron a 

cápsulas de fondo plano con resina epoxy. La posición de cada uno de los 3 bloques que 

pertenecían a un mismo ratón se ajustó usando un palo de madera para asegurar que cada bloque 

tuviese una posición relativa diferente a los otros. El tejido fue polimerizado a 60ºC durante al 

menos 48 horas para finalmente ser ultraseccionado en un ultramicrotomo, recogido en rejillas de 

cobre (nº de malla 400) y analizado con el microscopio electrónico Jeol JEM 1010 a 80KV 

acoplado a una cámara digital (GATAN BioScan Gatan Inc.). 

 

 

Figura 28. Región del hipocampo utilizada para el estudio de la densidad sináptica por ME. La imagen muestra la 
región hipocampal (flecha) que fue diseccionada para la obtención del bloque de tejido en forma de trapezoide de 1-
1,5 mm 3 perteneciente al área CA1 del hipocampo. GD: giro dentado; CC: cuerpo calloso; 3V: tercer ventrículo. 
 

3.16.2 Análisis del número de sinapsis por ME 

Se tomaron 30 microfotografías de cada rejilla a 25000 aumentos. Como referencia se utilizó 

la esquina superior izquierda y la inferior derecha de cada uno de los cuadrantes de la rejilla para 

asegurarse de no fotografiar 2 veces la misma zona (Figura 29).  

CA1

GD
CA2

CA3 3V

CC



MATERIAL Y MÉTODOS__________________________________________________ 

102 
 

 

Figura 29. Rejilla de cobre utilizada en ME. El inicio y final de las flechas indican las zonas donde se tomaron las 
microfotografías. 
 

Se seleccionaron las microfotografías a análisis utilizando un muestreo aleatorio, ciego para 

cada condición, en el cual 1 de cada 3 microfotografías de cada rejilla fueron seleccionadas. El 

número total de sinapsis, los perfiles donde esas sinapsis ocurrían (sinapsis en espinas o en 

tronco dendrítico) y la relación entre el número de sinapsis en espinas y el número de sinapsis 

totales, se analizaron con el programa ImageJ versión 1.46 (National Institute of Health, USA) 

utilizando un marco imparcial de contaje (Figura 30). 

 

 

 

La clasificación de los elementos celulares estuvo basada en las descripciones realizadas por 

Peters y colaboradores (Peters y col., 1991). Las sinapsis asimétricas se identificaron por la 

presencia de gruesas densidades postsinápticas, mientras que las sinapsis simétricas se 

identificaron por la presencia de especializaciones finas pre y post-sinápticas. Además, las 

sinapsis se clasificaron como sinapsis en tronco dendrítico cuando ocurrían en la superficie de la 

Figura 30. Regla del marco imparcial de contaje:
se contaron las sinapsis totalmente incluidas en el
marco y aquellas parcialmente incluidas que no
tocaban o interseccionaban con las líneas completas
del marco. Modificada de Zhang y col., 2008.
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dendrita, o como sinapsis en espinas, si ocurrían en el terminal bulboso de una protusión 

relativamente corta (<2µm) separada del resto de la dendrita por un cuello o región más estrecha. 

 

La estimación del número de perfiles por unidad de área se hizo por medio del método size-

frequency (Colonnier y Beaulieu, 1985), siguiendo el protocolo recomendado por DeFelipe y 

colaboradores (DeFelipe y col., 1999), donde además se demuestra que este método da 

resultados equiparables al método del disector, pero siendo más eficiente y con una menor 

variabilidad que este último. Este metodo ha sido aplicado por otros grupos con resultados 

similares (Peters y col., 2008). 

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

Todos los análisis estadísticos se realizaron con el programa SPSS versión 15.0. Se utilizó la 

prueba T para muestras independientes a la hora de comparar 2 grupos y el Análisis de la 

Varianza (ANOVA) seguida de un contraste post-hoc para comparaciones múltiples. Cuando no 

existía homogeneidad de varianzas entre los grupos estudiados, las pruebas de contraste de 

hipótesis se evaluaron con tests no paramétricos. Se consideraron significativos valores de 

p<0,05 y los datos se representaron como la media ± Error estándar medio (SEM). 
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1. Detección inmunohistoquímica de los receptores Ob-R y megalina en 

ratones APP/PS1 

La existencia previamente descrita de los receptores de leptina, Ob-R (Fei y col., 1997; 

Friedman, 1998) y megalina (Alvira-Botero y col., 2010) en el cerebro murino, fue comprobada 

en nuestro modelo transgénico APP/PS1 mediante un ensayo de inmunohistoquímica utilizando 

anticuerpos específicos anti-Ob-R y anti-megalina. Se observó una buena expresión de estos 

receptores en neuronas de corteza e hipocampo, regiones de especial interés en nuestro estudio 

(Figura 31). 

 

Figura 31. Detección inmuhistoquímica de los receptores Ob-R y megalina en ratones APP/PS1. Imágenes que 
muestran la expresión de Ob-R (A) y megalina (B) en corteza (Cx) e hipocampo (Hip), con ampliación de la zona 
del giro dentado (gd). Las flechas indican ejemplos de marcaje positivo en neuronas. Barra de calibración = 50 µM. 

Ob-R

Megalina

Cx Hip

Cx Hip

gd

gd

gd

gd

A

B
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2. Eficiencia del vector lentiviral 

2.1 Expresión de leptina recombinante in vitro 

Antes de llevar a cabo ensayos con animales, se comprobó que la construcción viral HIV-

leptina mediaba eficientemente la expresión de leptina en neuronas corticales primarias que 

habían sido transfectadas con el vector lentiviral. Para ello, se realizó un Western-blot de los 

lisados celulares, utilizando el anticuerpo anti-HA, que reconoce la etiqueta HA de la leptina 

recombinante expresada por el lentivirus. Se observó una banda de 19,47 kDa correspondiente a 

la proteína HA-leptina que fue más intensa cuando los virus se transfectaban a una dilución de 

10-3 (Figura 32). 

 

 

2.2 Expresión de leptina recombinante in vivo 

La eficiencia de la transfección también fue testada in vivo tras la administración icv del 

vector lentiviral en los ratones APP/PS1. El lentivirus inyectado a nivel de los ventrículos 

laterales infectó las células epiteliales de los plexos coroideos (Figura 33A). Aunque la 

administración del lentivirus vía icv produce principalmente una infección localizada en las 

células de los plexos coroideos, también se ha visto que la infección puede difundir a otras áreas 

cerebrales, como el hipocampo y la corteza, como habíamos observado previamente en el 

laboratorio utilizando un lentivirus responsable de la expresión de la proteína verde fluorescente 

(GFP: Green fluorescent protein), el HIV-GFP (Figura 34). De manera alternativa, la leptina 

recombinante sería secretada por las células de los plexos coroideos pudiendo alcanzar otras 

localizaciones en el cerebro a través de los receptores Ob-R y megalina.  

10

HA

βIII-tubulin

10 10-3

HA-leptina

III-tubulina

10-2HIV-vv

HIV-leptina

50 KDa

20 KDa
Figura 32. Eficiencia de la expresión de HA-
leptina in vitro. Western-blot de la expresión
de HA-leptina y βIII-tubulina (proteína
normalizadora de carga) en cultivos de
neuronas corticales transfectados con el
vector HIV-vv o HIV-leptina a diferentes
diluciones.
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Figura 33. Eficiencia de la expresión de la HA-leptina in vivo. Detección por inmunofluorescencia de HA-leptina 
(verde) en plexos coroideos (A), corteza (B) y giro dentado del hipocampo (C). D, Western-blot correspondiente a la 
inmunoprecitación de HA-leptina en corteza de ratones transgénicos APP/PS1 tratados con HIV-vv o HIV-leptina (1 
y 3 meses). E, inmunofluorescencia doble mostrando HA-leptina (verde) y Calbindina (rojo). PC: plexos coroideos; 
Cx: corteza; hip (hipocampo); gd (giro dentado). Las flechas indican las zonas que se muestran ampliadas a la 
izquierda. Barra de calibración = 20 µM.  
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En nuestro estudio se confirmó la existencia de leptina recombinante en otras localizaciones 

cerebrales mediante ensayos de inmunofluorescencia en secciones de cerebro de los ratones 

transgénicos utilizando un anticuerpo específico anti-HA. Se observó un marcaje positivo en 

corteza (Figura 33B) e hipocampo (Figura 33C) de ratones APP/PS1 que habían sido tratados 

con el vector HIV-leptina durante 1 y 3 meses. La especificidad de la inmunoreactividad se 

confirmó por la ausencia de marcaje en secciones de cerebros control, bien por omisión del 

anticuerpo primario o bien por inmunofluorescencia de las secciones de cerebros de ratón a los 

que se les administró HIV-vv. De forma paralela se detectó la expresión de la proteína de fusión 

HA-leptina en la corteza de los ratones APP/PS1, tanto al mes como a los 3 meses del inicio de 

la terapia génica, mediante la técnica Western-blot (Figura 33D). Adicionalmente y para 

confirmar la llegada de la leptina recombinante a las neuronas, se llevó a cabo un ensayo de 

inmunofluorescencia doble utilizando los anticuerpos específicos anti-Calbidina, un marcador de 

neuronas maduras y anti-HA, observándose colocalización de ambas moléculas en diferentes 

localizaciones cerebrales, como es el caso de neuronas corticales (Figura 33E). 

 

 

2.2.1 Efectos del lenvirus sobre la expresión de proteínas sinápticas 

Para comprobar que la incorporación del lentivirus en las neuronas no afectaba a su 

funcionalidad, se llevó a cabo un ensayo Western-blot para comparar la expresión de las 

proteínas sinápticas sinapsina I y sinaptofisina en ratones APP/PS1 a los que se le había 

realizado una operación simulada SHAM  y en ratones APP/PS1 que habían recibido el vector 

HIV-vv durante 3 meses. Tras el análisis densitométrico de las bandas obtenidas no se 

encontraron cambios significativos en la expresión de dichas proteínas ni en corteza (Figura 35A 

y B) ni en hipocampo (Figura 35C y D). 

 

Figura 34. Expresión de GFP en
células piramidales hipocampales
tras inyección icv de las
partículas virales HIV-GFP.
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Figura 35. Expresión de las proteínas sinápticas sinaptofisina y sinapsina I en ratones APP/PS1 SHAM y APP/PS1 
HIV-vv. Western-blot representativo de la expresión de sinaptofisina y sinapsina I en corteza (A) e hipocampo (C). 
Histogramas que representan la expresión de las proteínas sinápticas en corteza (B) e hipocampo (D). Los datos 
están expresados como la media ± SEM (n=4).  

2.2.2 Funcionalidad de la leptina expresada por el lentivirus 

Una vez determinada la eficiencia de la infección lentiviral, se comprobó la funcionalidad de 

la leptina recombinante mediada por el lentivirus. Para ello se evaluó una de las vías clásicas de 

señalización de la leptina: la vía se señalización JAK-STAT3, donde la leptina es responsable de 

la fosforilación de STAT3. Se observó por Western-blot que los niveles de fosforilación de 

STAT3 (p-STAT3) en los ratones transgénicos APP/PS1 estaban incrementados 

significativamente (p<0.05) frente a los controles, tanto en la corteza (Figura 36A y B) como en 

el hipocampo (Figura 36C y D), apoyando resultados descritos recientemente (Wan y col., 2010) 

donde también se observaba un incremento de los niveles de p-STAT3 en corteza e hipocampo 

del mismo modelo transgénico. Tras el tratamiento de 3 meses con la leptina recombinante, en 

lugar de producirse un incremento aún mayor de los niveles de p-STAT3 en los ratones 

APP/PS1, como esperaríamos a priori, se observó una reducción parcial de estos niveles con 
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respecto a los APP/PS1 tratados con HIV-vv tanto en corteza (Figura 36A y B) como en 

hipocampo (Figura 36C y D). El significado de este resultado será explorado más adelante en los 

modelos de experimentación in vitro. 

 

 

Figura 36. Expresión de p-STAT3 en ratones control y ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina o el vector vacío 
HIV-vv durante 3 meses. Western-blot representativo de la expresión de p-STAT3 en corteza (A) e hipocampo (C). 
Histogramas correspondientes a la densitometría de la expresión de p-STAT3 en corteza (B) e hipocampo (D). Los 
datos están expresados como la media ± SEM (n=6). * p<0,05; # p=0.06 (ANOVA, contraste post-hoc HSD de 
Tukey).  

3. Efectos de la leptina sobre las alteraciones comportamentales 

Para determinar si, a los 3 meses de la administración del lentivirus, los ratones APP/PS1 que 

habían sido tratados con el HIV-leptina mostraban una recuperación en el comportamiento y en 

las alteraciones cognitivas, se llevaron a cabo diferentes tests: el test del laberinto en T, el test del 
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comprobado en el laboratorio que los ratones APP/PS1 sometidos a una operación simulada 

SHAM y los APP/PS1 inyectados con el HIV-vv, mostraban un comportamiento muy similar en 

las pruebas mencionadas anteriormente, por lo que para reducir el número de animales de 

experimentación, sólo se utilizaron como controles los ratones APP/PS1 tratados con el vector 

vacío HIV-vv. 

 

En el test del laberinto en T se analizó, en primer lugar, el índice de alternancia espontánea 

observando que el grupo control no transgénico tenía el mayor porcentaje de aciertos, seguido 

del grupo APP/PS1 tratado con HIV-leptina, siendo el grupo APP/PS1 tratado con el vector 

vacío el que presentó menor porcentaje de aciertos (controles 73,7 ± 4,9 %; APP/PS1-HIV-vv 

59,3 ± 5,3%; APP/PS1-HIV-leptina 66,3 ± 5,1; valores expresados como la media de aciertos ± 

SEM), aunque no hubo diferencias estadísticamente significativas entre grupos. También se 

contabilizó la latencia, es decir, el tiempo en segundos que tardaron los animales en tomar la 

decisión correcta. Se observó una mayor latencia en los ratones transgénicos al compararlos con 

los controles (Figura 37A), que fue significativa estadísticamente (p<0,05). Este tiempo también 

se vió reducido de manera significativa (p<0,05) en los ratones APP/PS1 tratados con HIV-

leptina al compararlos con los que recibieron HIV-vv (Figura 37A). 

 

 

Figura 37. Estudios de comportamiento en ratones control y transgénicos APP/PS1 tratados con HIV-leptina o HIV-
vv durante 3 meses. A, histograma que muestra el tiempo en segundos (latencia) que tardó el animal en elegir la 
opción correcta en el test del laberinto en T. B, histograma que muestra el índice de reconocimiento en la prueba de 
reconocimiento del nuevo objeto. Los datos están expresados como las media ± SEM (n=8-12). * p<0,05 (ANOVA, 
contraste post-hoc HSD de Tukey).  
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Al valorar la capacidad cognitiva de los ratones a través de la prueba de reconocimiento del 

nuevo objeto, se observó que el índice de reconocimiento en los ratones transgénicos APP/PS1 

estaba significativamente alterado al compararlo con la de los ratones control, y que la capacidad 

de retención en los APP/PS1 tratados con HIV-leptina se restableció completamente (Figura 

37B). 

 

En la prueba del laberinto en cruz elevado se contabilizó el número de entradas en brazos 

abiertos, el número de entradas en brazos cerrados y el tiempo que permanecían en cada uno de 

los brazos. Para valorar el estado de ansiedad de los animales, se calculó el ratio entre el número 

de entradas a los brazos abiertos y el número de entradas totales (brazos abiertos y brazos 

cerrados); y el ratio entre el tiempo que permanecían en los brazos abiertos y el tiempo total que 

permanecían en brazos abiertos o cerrados. No se observaron diferencias significativas en los 

niveles de ansiedad de los diferentes grupos de nuestro diseño experimental. Sin embargo, se 

detectó un menor número de entradas a los brazos abiertos (p<0,05) y a los cerrados (p<0,01) en 

los dos grupos de ratones transgénicos con respecto a los controles. También se observó una 

menor duración en los brazos abiertos (p<0,05) en los ratones APP/PS1 que recibieron el vector 

vacío al compararlos con los controles. Los relación de datos obtenidos en el test del laberinto en 

cruz elevado se resume en la siguiente tabla: 

 

Laberinto en cruz elevado Control APP/PS1 HIV-vv APP/PS1 HIV-leptina 

Entradas brazos abiertos 3,7 ± 0,4  1,3 ± 0,6* 1,7 ± 0,6* 
Entradas brazos cerrados 11,1 ± 1,5 4,1 ± 1,3** 2,8 ± 0,7** 
Abiertos/total entradas (%) 26,6 ± 3,6 25,8 ± 10,3 27,0 ± 7,9 

Duración brazos abiertos 30,7 ± 5,3 8,3 ± 4,0* 22,8 ± 8,9 
Duración brazos cerrados 228,6 ± 22,5 178,2 ± 37,3 210,5 ± 21,6 
Abiertos/duración total (%) 12,9 ± 2,6 13,0 ± 10,4 10,9 ± 4,0 

 
Tabla 13. Resultados del test del laberinto en cruz elevado. Los datos están expresados como la media ± SEM. * 
p<0,05; ** p<0,01 respecto al control (ANOVA, contraste post-hoc HSD Tukey). 

4. Efectos de la leptina sobre la acumulación de placas amiloideas 

Mediante un ensayo de inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo específico anti-Aβ que 

reconoce tanto el péptido endógeno (murino) como el transgénico (humano), se evaluaron los 
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niveles de amiloidosis en ratones APP/PS1 tras 1 (7 meses de edad) o 3 meses (9 meses de edad) 

de terapia génica con leptina.  

 

 

Figura 38. Efecto del HIV-leptina sobre la amilodosis en ratones transgénicos APP/PS1 tras 1 mes de terapia 
génica. A, detección de placas amiloides en corteza (Cx) e hipocampo (Hip) mediante inmunohistoquímica-DAB 
tras 1 mes de terapia génica con HIV-leptina en APP/PS1 de 7 meses de edad tratados con HIV-vv o con HIV-
leptina. B, histograma que representa el área de la corteza afectada por placas amiloides en corteza e hipocampo de 
los ratones transgénicos tratados con HIV-vv o HIV-leptina. Los datos están expresados como la media ± SEM 
(n=5). GD: giro dentado; CA1: región CA1 del hipocampo. Barra de calibración = 20 µm.  
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Tras 1 mes de terapia génica con leptina no se observaron cambios significativos en los 

niveles de amiloidosis de ratones APP/PS1 de 7 meses de edad (Figura 38). Sin embargo, 

encontramos que el marcaje de Aβ en el parénquima cerebral de los ratones APP/PS1 se redujo 

de manera significativa tras 3 meses de tratamiento con el vector HIV-leptina. El análisis 

densitométrico de las placas amiloides teñidas con el anticuerpo anti-Aβ (Figura 39A) indicó que 

tras la administración del vector HIV-leptina, el área del parénquima cerebral positiva para Aβ se 

vió reducida. La inmunotinción para Aβ en ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina reveló 

una reducción del 34% del área teñida en la corteza cerebral (p<0,01) y del 22% en el hipocampo 

(p<0,05) (Figura 39A y B). 

 

De manera adicional se llevó a cabo un ensayo de tinción con el colorante Tioflavina-S para 

detectar depositos de Aβ confirmando así los resultados inmunohistoquímicos previos, al 

observar menor número de depósitos y de menor tamaño tras el tratamiento con HIV-leptina 

(Figura 39C). 

 

Con el objetivo de cuantificar de una manera más precisa los cambios en los niveles de los 

péptidos amiloides, Aβ-40 y Aβ-42, tras el tratamiento con HIV-leptina, se llevó a cabo su 

cuantificación mediante un ensayo ELISA para cada uno de los péptidos. El resultado fue que los 

animales tratados con HIV-leptina durante 3 meses mostraron una disminución significativa 

(p<0,05) de los niveles de Aβ-42 tanto en corteza como en hipocampo. En cuanto al péptido Aβ-

40, también observamos una tendencia, aunque no estadísticamente significativa, a la 

disminución de sus niveles tras la terapia génica con leptina en corteza e hipocampo. Los datos 

obtenidos en los ensayos ELISA se resumen en la siguiente tabla: 

 

 Aβ-40 (% HIV-vv) Aβ-42 (% HIV-vv) 

Corteza 42,6 ± 13,8 26,5 ± 10,9* 
Hipocampo 47,34 ± 20,89 41,21 ± 15,19* 

 

Tabla 14: Resultados del ELISA de Aβ-40 y Aβ-42 en corteza e hipocampo de los ratones APP/PS1 tras 3 meses de 
terapia génica con leptina. Los resultados están expresados como la media ± SEM de los niveles respecto a los 
transgénicos tratados con HIV-vv, que tendrían el 100%. * p<0,05 (prueba T para muestras independientes). 
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Figura 39. Efecto del HIV-leptina sobre la amilodosis en ratones transgénicos APP/PS1 tras 3 meses de terapia 
génica. A, detección de placas amiloides en corteza (Cx) e hipocampo (Hip) mediante inmunohistoquímica DAB en 
ratones APP/PS1 de 9 meses de edad tratados con HIV-leptina o HIV-vv. B, histograma que muestra el porcentaje 
del área afectada por las placas amiloides en corteza e hipocampo. C, tinción de placas amiloides con el colorante 
Tioflavina-S (verde) en ratones APP/PS1 tras 3 meses de terapia génica con HIV-leptina o HIV-vv. gd: giro 
dentado; CA1: región CA1 del hipocampo. Los datos están expresados como la media ± SEM (n=8). ** p<0,01; * 
p<0,05 (prueba T para muestras independientes). Barra de calibración = 20 µm.  
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5. Efectos de la leptina sobre la proteína BACE1 

Con el fin de investigar el mecanismo implicado en la reducción de las placas amiloides en 

ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina, se llevó a cabo un ensayo Western-blot para la 

evaluación de la expresión de la enzima BACE, debido a los antecedentes existentes en la 

literatura que demuestran que la leptina es capaz de regular los niveles de esta proteína (Fewlass 

y col., 2004).  

 
 

Figura 40. Expresión y actividad de BACE1 en ratones control y APP/PS1 tratados con HIV-vv o HIV-leptina 
durante 3 meses. Western-blot representativo de los niveles de BACE1 en corteza (A) e hipocampo (C). Histograma 
del análisis densitométrico de la expresión de BACE1 en corteza (B) e hipocampo (D). Histograma de los niveles de 
actividad de BACE1 medidos por ELISA en corteza (E) e hipocampo (F). DO = densidad óptica. Los datos están 
expresados como la media ± SEM. ** p<0,01 (ANOVA, contraste post-hoc HSD de Tukey).  
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Se observó una disminución significativa (p<0,01) de la expresión de BACE1 tanto en 

corteza (Figura 40A y B) como en hipocampo (Figura 40C y D) de los ratones transgénicos 

tratados con HIV-leptina al compararlos con los que habían recibido el vector vacío. No se 

observaron, sin embargo, diferencias significativas entre los controles no transgénicos y los 

ratones transgénicos tratados con HIV-vv (Figura 40B y D). Adicionalmente, también se 

analizaron los niveles de actividad enzimática de BACE1 mediante un ensayo ELISA, no 

encontrando diferencias significativas entre grupos ni en la corteza (Figura 40E) ni en el 

hipocampo (Figura 40D).  

 

Con el objetivo de contrastar los resultados obtenidos en relación a la expresión de BACE1 

en ratones control y transgénicos, también se evaluó la expresión de BACE1 en muestras de 

corteza humana de controles y pacientes enfermos con diferentes grados de demencia. Del 

mismo modo no se encontraron diferencias significativas entre los grupos a estudio (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Expresión de BACE1 en muestras de corteza humana de controles y pacientes con diferentes grados de 
demencia. A, Western-blot representativo de los niveles de BACE1 en corteza humana de controles y pacientes con 
diferentes grados de demencia (DCL: deterioro cognitivo leve; EA leve; EA mod/severo). B, histograma que 
representa la expresión de BACE1 en los distintos grupos. Los datos están expresados como la media ± SEM (n=6-
8).  
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6. Efectos de la leptina sobre la respuesta inflamatoria: activación de 

astrocitos y microglía 

Para el estudio de los efectos de la terapia génica con leptina de 3 meses sobre la respuesta 

inflamatoria, se analizó en primer lugar la expresión de astrocitos en corteza e hipocampo de 

ratones control y transgénicos APP/PS1. Para ello se llevó a cabo un ensayo de 

inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo específico anti-GFAP. Tras densitometrar el el área 

que ocupaban los astrocitos se detectó un aumento significativo (p<0,05) de la expresión de 

GFAP en la corteza de ratones transgénicos con respecto a los controles no transgénicos (Figura 

42A y B). También se observó que este aumento fue más moderado en los ratones APP/PS1 

tratados durante 3 meses con HIV-leptina al compararlos con los que recibieron HIV-vv (Figura 

42A y B).  

 

En relación a la expresión de astrocitos en el hipocampo, no se detectaron diferencias 

significativas en la expresión de GFAP entre los diferentes grupos analizados (Figura 42C y D). 

 

Tanto en el cerebro de enfermos de EA, como en modelos transgénicos de amiloidosis existe 

una infiltración de astrocitos activados en el área de las placas de Aβ (Matsuoka y col., 2001; 

Carro y col., 2006b). Por esta razón, en nuestro estudio también se analizó el efecto de la terapia 

génica con HIV-leptina sobre el área que ocupaban los astrocitos reactivos agrupados alrededor 

de las placas amiloides en la corteza de los ratones trasnsgénicos APP/PS1. Para ello se llevó a 

cabo un ensayo de inmunofluorescencia doble utilizando los anticuerpos específicos anti-Aβ y 

anti-GFAP (Figura 43A). Tras el analisis densitométrico se observó una disminución 

significativa (p<0,01) de la astroglía reactiva asociada a las placas amiloides en ratones APP/PS1 

tratados con HIV-leptina respecto a la encontrada en aquellos que recibieron el vector vacío 

(Figura 43B).  
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Figura 42. Astrogliosis en corteza e hipocampo de ratones control y APP/PS1 tratados con HIV-leptina o HIV-vv 
durante 3 meses. Inmunohistoquímica-DAB utilizando un anticuerpo específico anti-GFAP en corteza (Cx, A) e 
hipocampo (Hip, B).cc=corpus callosum; gd=giro dentado. Histogramas que muestran el porcentaje de área GFAP+ 
en corteza (C) e hipocampo (D). Los datos están expresados como la media ± SEM (n=5). Barra de calibración 50 
µm; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc HSD de Tukey). 
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Figura 43. Efecto del HIV-leptina sobre la astrogliosis asociada a placas amiloides en corteza de ratones APP/PS1 
tras 3 meses de terapia génica. A, inmunofluorescencia doble mostrando astrocitos reactivos (verde) y placas 
amiloides (rojo) en ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina o HIV-vv. B, histograma  que representa el área en 
porcentaje que ocupan los astrocitos reactivos alrededor de las placas amiloides. Los datos están expresados como la 
media ± SEM (n=5-6). ** p<0,01 (prueba T para muestras independientes). Barra de calibración = 20 µm.  

 

En relación a la microglía in vivo, utilizando la lectina como marcador de microglía (Acarin y 

col., 1994; Ramirez y col., 2005; Rodriguez y col., 2010), parece que la leptina activó las células 

microgliales, a juzgar por el mayor área cerebral teñida con lectina de tomate como marcador de 

microglía (Figura 44A), aunque no se detectaron diferencias estadísticamente signficativas entre 

los grupos (Figura 44B).  

 

Para comprobar esta posible activación microglíal por parte de la leptina se recurrió, como 

modelo experimental in vitro, a los cultivos primarios de microglía tratados con la endotoxina 

LPS. Se observó que la leptina produjo un aumento en la respiración mitocondrial (ensayo MTT) 

de células microgliales, siendo este efecto dosis-dependiente en el rango de 1.25-10 µg/ml 

(Figura 45A). De forma paralela se produjo un incremento en la liberación de nitritos (ensayo de 

HIV-vv HIV-leptina

A

B

**  
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Griess) en el medio de cultivo (Figura 45B). Es interesante observar que bajas concentraciones 

de leptina (0,25-1µg/ml), que no alteran la respiración mitocondrial ni la generación de nitritos 

en los cultivos microgliales, son capaces de contrarrestar la generación de nitritos inducida por el 

LPS  (Figura 45C). En resumen parece que la leptina ejercería un papel dual, por una parte 

induce la activación microglial en altas concentraciones, pero en concentraciones más bajas es 

capaz de bloquear un proceso inflamatorio. 

 

 

Figura 44. Efectos del HIV-leptina sobre la activación microglial en ratones APP/PS1 tras la terapia génica de 3 
meses. A, detección de la microglía activada mediante el marcaje con lectina de tomate en ratones APP/PS1 tratados 
con HIV-leptina o HIV-vv. B, histograma que se representa el porcentaje del área positiva para el marcaje con 
lectina de tomate en los ratones transgénicos APP/PS1 tratados con HIV-vv o HIV-leptina. Los datos están 
representados como la media ± SEM (n=8).  

 

 

Corteza

H
IV

-v
v

Hipocampo

H
IV

-l
e

p
ti

n
a

A

B



RESULTADOS___________________________________________________________ 

124 
 

 

 

7. Efectos de la leptina sobre los terminales sinápticos 

7.1 Estudios in vivo 

7.1.1 Estudio del número de sinapsis por ME 

Para determinar si el deterioro cognitivo en los ratones transgénicos APP/PS1 y la 

recuperación después del tratamiento con HIV-leptina estaba asociado con alteraciones 

sinápticas se evaluó la densidad de sinapsis en el hipocampo de los ratones bajo 

experimentación. Para ello se llevó a cabo la cuantificación de las sinapsis en las neuronas 

Figura 45. Efectos de la leptina sobre cultivos
primarios de microglía. La leptina aumenta la
respiración mitocondrial (A) y la liberación de
nitritos (B) con un efecto dosis-respueta sobre las
células microgliales, pero a concentraciones más
bajas es capaz de contrarrestar la generación de
nitritos inducida por el LPS (C). * p<0,05 vs
control; ** p<0,01 vs control; *** p<0,001 vs
control ; ## p<0,01 vs LPS. LP, leptina
(concentración en μg/ml).
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piramidales CA1 del hipocampo dorsal de ratones control y ratones APP/PS1 utilizando la ME. 

El área total que se analizó en cada grupo experimental fue de 35280 μm² (en cada uno de los 

animales que componen cada grupo se estudió un área de 8820 μm²). En general se observó que 

los 3 grupos tenían un gran predominio de sinapsis asimétricas (promedio del porcentaje de 

sinapsis asimétricas en cada grupo: Control: 97.67% ± 0.73%; APP/PS1-HIV-vv: 97.48% ± 

1.16%; APP/PS1-HIV-leptina: 98.78% ± 1.10%), razón por la cual no se discriminó el tipo de 

sinapsis (simétricas o asimétricas) en la estimación de la cantidad de sinapsis por unidad de área. 

También se observó que la mayoría de los contactos sinapticos ocurrían entre terminales 

axónicos y espinas dendríticas. 

 

Antes de proceder a comparar nuestros 3 grupos experimentales, y a consecuencia de que, 

hasta la fecha no existen referencias en la literatura en relación a la densidad sináptica en los 

ratones transgénicos APP/PS1, se comparó exclusivamente la densidad sináptica entre los grupos 

control y transgénico APP/PS1. Para ello, el número total de sinapsis, el número de sinapsis que 

ocurrían en espinas, el número de sinapsis que ocurrían en troncos dendríticos y el porcentaje de 

sinapsis en espinas respecto a las sinapsis totales, fueron evaluadas. Los resultados obtenidos se 

resumen en la tabla 15. Interesantemente se observó que en el modelo transgénico existía una 

disminución significativa (p<0,05) en el número de sinapsis que ocurrían en las espinas 

dendríticas con respecto a las sinapsis totales (Tabla 15). 

 

Una vez determinada la existencia de una alteración del número de sinapsis en espinas 

respecto al total de sinapsis en los ratones transgénicos, se exploró la capacidad de la terapia 

génica de 3 meses con leptina en revertir estas anomalías. 

 

 Control APP/PS1 

Nº total de sinapsis/μm
3
 1,52 ± 0,12 1,23 ± 0,13 

Nº sinapsis en espinas/μm
3
 1,34 ± 0,12 1,04 ± 0,12 

Nº sinapsis en tronco/μm
3
 0,17 ± 0,01 0,20 ± 0,02 

% sinapsis en espinas 88,40 ± 0,66 83,94 ± 1,30* 

 

Tabla 15. Perfiles sinápticos en la región CA1 del hipocampo de ratones control y transgénicos APP/PS1. Los 
valores están expresados como la media ± SEM. * p<0,05 (prueba no paramétrica U de Mann Whitney). 
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De esta manera, tras calcular el porcentaje de contactos sinápticos en espinas respecto al total 

de sinapsis, se apreció que el mayor porcentaje de sinapsis con espinas aparecía en el grupo 

control, siendo menor en el grupo APP/PS1 que recibió HIV-vv y mejorando en el grupo 

APP/PS1 tratado con HIV- leptina (Figura 46), aunque no se detectaron diferencias significativas 

(p=0,077) entre los grupos estudiados tras analizar los resultados con el test Kruskal-Wallis para 

muestras no paramétricas.  

 

 
Figura 46. Sinapsis en espinas en la región CA1 del hipocampo de ratones control y APP/PS1 tratados con HIV-
leptina o HIV-vv durante 3 meses. El histograma muestra el porcentaje de sinapsis en espinas con respecto al total 
de las sinapsis. Los datos están representados como la media ± SEM. p=0,077 (prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis). 
 

En relación a las características morfológicas se observó que las estructuras sinápticas en el 

grupo control no transgénico estaban más organizadas que en los grupos transgénicos que 

presentaban en general mayor desorganización y signos de dilatación de las diferentes 

formaciones (Figura 47). Los ratones del grupo control presentaban una amplia cantidad de 

sinapsis entre terminales axónicos y espinas dendríticas (Figura 47A y B). En el grupo APP/PS1 

que recibió el vector vacío en general se observaron menos sinapsis entre terminales axónicos y 

espinas. La mayoría de las sinapsis observadas fueron entre terminales y troncos dendríticos 

(Figura 47C y D). En cuanto a los ratones transgénicos que recibieron el vector HIV-leptina se 

observó generalmente que el tejido era heterogéneo con zonas donde había varias sinapsis en 

espinas dendríticas (similar al control) y otras donde predominaban las sinapsis con troncos 

dendríticos (similar al grupo APP/PS1 HIV-vv) (Figura 47E y F). 

 

APP/PS1 
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Figura 47. Microfotografías representativas de ME que muestran las sinapsis en la región CA1 de ratones control y 
transgénicos APP/PS1 tratados con el vector HIV-leptina o el vector vacío HIV-vv. A, troncos dendríticos (D) hacen 
contactos sinápticos primordialmente asimétricos (flechas rojas) con diversos terminales axónicos (T), aunque 
ocasionalmente se observan sinapsis simétricas (flechas amarillas).B, se observan tanto dendritas cortadas 
longitudinal como transversalmente (D) y se aprecian contactos sinapticos asimétricos entre espinas (SP) y 
terminales (T).C, una dendrita (D) hace varios contactos sinápticos (flechas rojas) con diversos terminales. Se 
observan dendritas que no hacen contactos sinápticos y una espina (SP) que hace una sinapsis asimétrica con un 
terminal (T). D, se observa como se origina una espina dendritica (Sp) desde un tronco dendrítico (D) (flecha curva 
roja). Esta espina hace una sinapsis asimétrica con un terminal (T). Se observan varios troncos dendríticos (D). E, 
contactos sinápticos asimétricos (flechas rojas) entre espinas (SP) y terminales (T). Se observan diversos troncos 
dendríticos uno de ellos cortado transversalmente donde se forma una espina dendrítica (línea punteada). En esta 
espina hay una sinapsis asimétrica. F, sinapsis asimétrica (flechas rojas) entre una dendrita cortada 
longitudinalmente (D) y un terminal (T). Además una sinapsis en hendidura en una espina (Sp).  
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7.1.2 Estudio bioquímico de las alteraciones sinápticas  

Con el propósito de explorar los mecanismos bioquímicos responsables del posible efecto de 

la leptina sobre la densidad sináptica, se evaluaron los niveles de varias proteínas implicadas en 

la plasticidad sináptica neuronal tanto en la corteza como el hipocampo de los animales a 

estudio. 

7.1.2.1 Análisis de Caspasa-3 

Un estudio muy reciente ha demostrado la existencia de una mayor expresión de la proteína 

caspasa-3 en sinaptosomas aislados del hipocampo del modelo transgénico de amiloidosis 

Tg2576 (D´Amelio y col., 2011) con respecto a ratones control. Según este estudio, el aumento 

de la proteína caspasa-3 estaría correlacionado con la degeneración de espinas sinápticas y el 

deterioro de la memoria dependiente del hipocampo. En base a estos resultados se examinó la 

expresión de caspasa-3 en sinaptosomas extraídos de corteza e hipocampo de ratones control y 

transgénicos APP/PS1 tratados con (HIV-leptina) o sin leptina (HIV-vv) durante 3 meses 

mediante Western-blot. Tras el análisis densitométrico de las bandas se observó en corteza un 

aumento de la expresión de procaspasa-3 ratones transgénicos APP/PS1con respecto a controles 

(p<0,01) y que este aumento se vió reducido de forma significativa en los ratones tratados con 

HIV-leptina al compararlos con el grupo tratado con HIV-vv (p<0,05) (Figura 48A y B). La 

expresión de caspasa-3 activada de 17 y 19 KDa fue indetectable en corteza por Western-blot 

(Figura 47A).  

 

En relación al  hipocampo, se observó un ligero incremento de los niveles de procaspasa-3 en 

los ratones transgénicos tratados con el vector vacío con respecto a los controles, aunque no se 

alcanzó la significación estadística (p=0.069) (Figura 48C y D). Sin embargo, tras el análisis 

densitométrico de la expresión de las caspasas activadas de 17 y 19 KDa, se observó un aumento 

significativo de los niveles en los ratones transgénicos tratados con el vector HIV-vv al 

compararlos con los controles no transgénicos (Figura 48C y E). Este aumento fue más 

moderado en los APP/PS1 tratados con el vector lentiviral HIV-leptina, aunque no se alcanzó 

una diferencia estadísticamente significativa entre los dos grupos transgénicos (p=0.063) (Figura 

48C y E). 
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Figura 48. Expresión de caspasa-3 en sinaptosomas de ratones control y APP/PS1 tratados con HIV-vv o HIV-
leptina durante 3 meses. A, western-blot representativo de la expresión de procaspasa-3 y la proteína normalizadora 
de carga β-actina en corteza. B, histograma correspondiente a la expresión de procaspasa-3 en corteza. C, western-

blot representativo de la expresión de procaspasa-3, caspasas activadas de 17 y 19 KDa (aparecen sobreexpuestas 
abajo para una mejor identificación) y β-actina. D, histograma que representa la expresión de procaspasa-3 en 
hipocampo. E, histograma que representa la expresión de caspasa-3 activada en hipocampo. Los datos están 
expresados como la media ± SEM (n=6). * p<0,05; **p<0,01; # p=0.06 (ANOVA, contraste post-hoc HSD de 
Tukey)  
 

7.1.2.2 Análisis de proteínas sinápticas 

Para investigar si los cambios en la expresión de caspasa-3 podían traducirse en 

modificaciones sinápticas a nivel molecular, se llevó a cabo la evalución de la expresión de 4 
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proteínas sinápticas en las preparaciones de sinaptosomas: la proteína de membrana post-

sináptica de 95 KDa (PSD-95: post-synaptic density protein 95), como marcador post-sináptico; 

y las proteínas sinapsina I, sinaptofisina y la asociada a los sinaptosomas de 25 KDa (SNAP-25: 

Synaptosomal-associated protein 25), como marcadores presinápticos. Para ello se llevaron a 

cabo diferentes ensayos de Western-blot. 

 

 

Figura 49. Expresión de proteínas sinápticas en sinaptosomas de ratones control y APP/PS1 tratados con HIV-
leptina o el vector vacío HIV-vv durante 3 meses. Western-blot representativo de la expresión de sinapsina, PSD-95, 
sinaptofisina, SNAP-25 y la proteína normalizadora de carga β-actina en corteza (A) e hipocampo (C). Histograma 
que representa la expresión de las diferentes proteínas sinápticas en corteza (B) e hipocampo (D). Los datos están 
expresados como la media ± SEM (n=6); * p<0,05; # p=0.056 (ANOVA, contraste post-hoc HSD de Tukey). 

 

Tras el análisis densitométrico de las bandas correspondientes a cada una de las proteínas, no 

se detectaron diferencias significativas en la expresión de las proteínas sinápticas PSD-95, 
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sinapsina I y SNAP-25 ni en corteza ni en hipocampo de ratones transgénicos y controles (Figura 

49). Sin embargo, se observó que los niveles de sinaptofisina se reducían de forma significativa 

(p<0,05) en la corteza de ratones APP/PS1 con respecto a los controles y que este efecto era 

parcialmente revertido tras el tratamiento HIV-leptina, aunque no se alcanzó la significación 

estadística (Figura 49A y B). En el hipocampo también se detectó una reducción de expresión de 

sinaptofisina en ratones APP/PS1 con respecto a los controles (p<0,05) (Figura 49C y D) y un 

restablecimiento casi completo de los niveles de sinaptofisina tras el tratamiento de 3 meses con 

HIV-leptina. Este resultado rozó la significación estadística (p=0,056). 

7.2 Estudios in vitro 

7.2.1 Análisis de la expresión de 

sinaptofisina en cultivos primarios 

neuronales 

A raíz de los resultados obtenidos in vivo en los 

que se detectó una disminución de los niveles de 

expresión de la proteína sinaptofisina en ratones 

APP/PS1, se llevaron a cabo estudios para 

determinar si, tanto la leptina como el péptido Aβ, 

eran capaces de regular la expresión de 

sinaptofisina in vitro. Antes de la realización de 

estos estudios, se comprobó que las neuronas corticales cultivadas in vitro eran capaces de 

responder a la leptina administrada exógenamente a través de sus receptores. Para ello, se 

realizaron ensayos Western-blot en lisados de neuronas corticales y se observó la expresión del 

receptor de leptina Ob-R (Figura 50A) y de megalina (Figura 50B). 

 

Los cultivos primarios de neuronas fueron tratados con leptina (100 nM), oligómeros de Aβ-

42 (5 µg/ml) y con el tratamiento de ambas moléculas durante 48 horas y se observó un 

incremento significativo (p<0,05) en la expresión de la proteína sináptica de un 55,7 ± 22,2 % 

(media ± SEM) en cultivos neuronales que habían sido tratados con leptina con respecto a 

neuronas control (Figura 51C y D).  

Figura 50. Western-blot de los receptores
Ob-R (A) y megalina (B) en cultivos
primarios de neuronas corticales.

Ob-R (Isoforma larga, 125 KDa)
150 KDa

Megalina (517 KDa)

250 KDa

A

B

100 KDa
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Tras evaluar los niveles de sinaptofisina cuando las neuronas eran expuestas a los oligómeros 

de Aβ-42 o al tratamiento conjunto de leptina y oligómeros Aβ-42, se detectó una ligera 

disminución de sinaptofisina tras la exposición al agente tóxico amiloide (aunque la diferencia 

no alcanzó la significación estadística) y la reversión de este efecto cuando se administraba el 

tratamiento conjunto de leptina y Aβ-42, observando diferencias significativas (p<0,05) en la 

expresión de sinaptofisina entre las neuronas tratadas con Aβ-42 y las tratadas con el tratamiento 

conjunto  (Figura 51C y D). 

 

 

Figura 51. Expresión de sinaptofisina en cultivos primarios de neuronas tratados con leptina (100 nM), oligómeros 
Aβ-42 (5 µg/ml) y el tratamiento conjunto durante 48 horas. A, Western-blot representativo de la expresión de 
sinaptofisina. B, histograma que representa la expresión de sinaptofisina. Los valores están representados como la 
media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. *** p<0,001; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc 
LSD de Fisher).  
 

7.2.2 Mecanismo de señalización de la leptina sobre la modulación de sinaptofisina 

Como hemos mencionado anteriormente, la leptina es capaz de activar diferentes rutas de 

señalización que requieren fosforilación. Para determinar qué tipo de señalización podía estar 

implicada en la modulación de la expresión de sinaptofisina, se evaluó la fosforilación de STAT3 

sobre el residuo Tyr705 mediante un ensayo Western-blot en lisados de neuronas que habían sido 

tratadas con leptina (100 nM), oligómeros de Aβ-42 (5 µg/ml) o con el tratamiento conjunto 

durante 48 horas, utilizando un anticuerpo específico anti-p-STAT3 (Figura 52A).  
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Figura 52. Efecto de la leptina sobre la fosforilación de STAT3 en cultivos primarios de neuronas. A, western-blot 

representativo de la expresión de p-STAT3, sinaptofisina y β-actina tras 48 horas de tratamiento con leptina, 
oligómeros Aβ-42 y el tratamiento conjunto. B, histograma del análisis densitométrico de la expresión de p-STAT3. 
Los valores están representados como la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. * p<0,05 
(ANOVA, contraste post-hoc LSD de Fisher).  

 

Tras el análisis densitométrico de las bandas se observó que los niveles basales de 

fosforilación de STAT3 eran moderados y que el tratamiento con leptina era capaz de aumentar 

la fosforilación de STAT3 en un 99,6 ± 35,9 % (media ± SEM) con respecto al control, de una 

manera significativa (p<0,05) (Figura 52B). Sin embargo, en presencia de Aβ-42, la leptina no 

modificó significativamente los niveles de p-STAT3 (Figura 52B). Este hecho ayudaría a 

explicar porqué en nuestro modelo transgénico APP/PS1, la leptina recombinante no aumentó los 

niveles de fosforilación de STAT3 en los resultados que presentamos en el apartado 2.2.2. 

7.2.3 Efecto del bloqueo de la ruta de señalización JAK-STAT3 sobre la expresión de 

sinaptofisina 

Para confirmar que la activación de STAT3 mediante su fosforilación, era una de las posibles 

vías implicadas en los efectos sinaptogénicos de la leptina, los cultivos primarios de neuronas 

fueron incubados con diferentes concentraciones (0,1-10 nM) de un inhibidor de STAT3, la 

Cucurbitacina I, durante 4 horas. Tras la realización del ensayo Western-blot para la detección de 

p-STAT3, se observó una inhibición prácticamente completa de la fosforilación de STAT3 a 

todas las dosis (Figura 53A). En el siguiente ensayo, las neuronas fueron preincubadas con 

Cucurbitacina I (10 nM) durante 4 horas y tratadas seguidamente con leptina (100 nM) durante 

48 horas. Tras la realización del Western-blot (Figura 53B) se observó que el pretratamiento con 
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Cucurbitacina I produjo la inhibición de la fosforilación de STAT3 en todos los casos y redujo la 

expresión de sinaptofisina tanto en las neuronas control como las tratadas con leptina, no 

encontrando diferencias entre los grupos (Figura 53C). 

 

 

Figura 53. Inhibición de la fosforilación de STAT3 en cultivos primarios de neuronas. A, western-blot de la 
expresión de p-STAT3 tras la preincubación con el inhibidor Cucurbitacina I (0,1-10 nM) durante 4 horas . B, 
western-blot representativo de p-STAT3 y sinaptofisina tras preincubación con el inhibidor Cucurbitacina I (10 nM) 
durante 4 horas y posterior incubación con leptina (100 nM) durante 48 horas. C, Histograma del análisis 
densitométrico de la expresión de p-STAT3 y sinaptofisina. Los valores están representados como la media ± SEM 
de al menos 3 experimentos independientes. * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD de Fisher).  
 

8. Efectos de le leptina sobre la longitud de neuritas en cultivos primarios 

neuronales 

Se ha descrito que en la cascada de eventos que ocurren en la EA, la disminución de las 

sinapsis conlleva a una disminución de la neuritogénesis (Walsh y Selkoe, 2004) y por ello en 
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nuestro estudio se llevaron a cabo análisis para determinar si la leptina y el Aβ-42 tenían algún 

efecto modulador sobre la longitud de neuritas en cultivos primarios de neuronas de corteza e 

hipocampo. Para ello, tras el tratamiento de 18 o 36 horas con leptina (100 nM), oligómeros de 

Aβ-42 (5 μg/ml) o el tratamiento conjunto, las células fueron marcadas mediante un ensayo de 

inmunocitoquímica utilizando el anticuerpo anti-Calbindina (que permite visualizar la red 

neuronal en neuronas maduras) y analizadas para determinar la longitud total de las neuritas de 

las células neuronales, distinguiendo entre neuritas totales, primarias, secundarias, terciarias y 

también cuaternarias cuando fue necesario (Figura 20).  

 

Tras analizar la longitud total de neuritas en neuronas corticales que habían sido tratadas 

durante 18 horas no se detectaron cambios significativos tras los diferentes tratamientos al 

compararlos con el control (Figura 54A y B). Sin embargo, sí se detectó que tanto en el 

tratamiento con leptina como en el tratamiento conjunto de leptina y Aβ-42 se estimulaba de 

manera significativa (p<0,05) la proyección de neuritas secundarias al compararlas con el control 

(Figura 54A y B) 
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.  

Figura 54. Longitud de neuritas en neuronas corticales tras 18 horas de tratamiento. A, imágenes representativas de 
neuronas corticales marcadas con anti-Calbindina tras 18 horas de tratamiento (Leptina 100 nM, Aβ-42 5µg/ml y el 
tratamiento conjunto). Barra de calibración = 20 µm. B, histograma que representa la longitud media de neuritas de 
cada grupo distinguiendo entre neuritas totales, primarias, secundarias y ≥ terciarias. Los valores están representados 
como la media ± SEM de 3 experimentos independientes. ** p<0,01; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD 
de Fisher). 
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Figura 55. Longitud de neuritas en neuronas corticales tras 36 horas de tratamiento. A, imágenes representativas de 
neuronas corticales marcadas con anti-Calbindina tras 36 horas de tratamiento (Leptina 100 nM, Aβ-42 5 µg/ml y el 
tratamiento conjunto). Barra de calibración = 20 µm. B, histograma que representa la longitud media de neuritas de 
cada grupo distinguiendo entre neuritas totales, primarias, secundarias y ≥ terciarias. Los valores están representados 
como la media ± SEM de 3 experimentos independientes. ** p<0,01; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD 
de Fisher). 
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Al prolongar el tratamiento hasta 36 horas, se observó que las neuritas de neuronas corticales 

estaban afectadas por los efectos tóxicos del Aβ-42 al presentar una reducción significativa del 

43% de su longitud total (140,1 ± 30 μm en neuronas control comparado con 80,9 ± 2,1 μm en 

neuronas tratadas con Aβ-42) (Figura 55A y B) y mientras que, el tratamiento con leptina no 

modificaba la neuritogénesis, si rescataba a las células de esta reducción en la longitud causada 

por el péptido amiloide, tras el tratamiento conjunto de leptina y Aβ-42 (Figura 55A y B). Se 

observó el mismo patrón tras  analizar de forma individualizada las neuritas primarias, donde se 

encontró una reducción en longitud del 47% tras el tratamiento con el péptido amiloide (83,1± 

4.6% μm en neuronas control frente a 44 ± 10.6% μm en neuronas expuestas a Aβ-42). En el 

caso de las neuritas secundarias se observó la misma tendencia aunque en este caso se detectaron 

diferencias significativas (p<0,05) entre las neuronas tratadas con Aβ-42 con respecto a las 

tratadas con leptina y nuevamente la administración conjunta de leptina revirtió el efecto tóxico 

del Aβ de forma significativa (p<0,05) (Figura 55A y B). No se detectaron diferencias en la 

longitud de neuritas terciarias entre grupos (Figura 55B). 

 

En relación a las neuronas hipocampales, tras 18 horas de tratamiento se observó como la 

leptina tendía a incrementar la longitud total de neuritas en las neuronas primarias aunque no se 

detectaron diferencias significativas entre grupos tras el análisis estadístico (56A y B). Sin 

embargo, al igual que ocurría en la neuronas corticales, se observó que la leptina estaba 

estimulando significativamente la proyección de neuritas secundarias tanto en el grupo tratado 

sólo con leptina (p<0,01) como en el grupo de neuronas expuesto al tratamiento conjunto 

(p<0,05) (70,6 ± 4% μm en neuronas control frente a 111,7 ± 5% μm en neuronas expuestas a la 

leptina y 98,6 ± 2,6 μm en neuronas expuestas a la leptina y Aβ-42) (Figura 56A y B).  

 

Tras el tratamiento de 36 horas en neuronas hipocampales se observó una reducción 

significativa (p<0,05) del 23,6% en la longitud total de neuritas de las neuronas tratadas con Aβ-

42 (199,2 ± 12,3% μm en neuronas control frente a 152,2 ± 2,2% μm en neuronas expuestas al 

tóxico amiloide) (Figura 57A y B). Esta reducción fue contrarrestada por la leptina en las 

neuronas sometidas tratamiento conjunto de leptina y Aβ-42 (p<0,05) (Figura 57A y B). Al 

analizar de forma individualizada la longitud de neuritas primarias, secundarias, terciarias y 

cuaternarias no se detectaron diferencias significativas entre grupos (Figura 57B). 
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Figura 56. Longitud de neuritas en neuronas hipocampales tras 18 horas de tratamiento. A, imágenes 
representativas de neuronas hipocampales marcadas con anti-Calbindina tras 18 horas de tratamiento (Leptina 100 
nM, Aβ-42 5 µg/ml y el tratamiento conjunto). Barra de calibración = 20 µm. B, histograma que representa la 
longitud media de neuritas de cada grupo distinguiendo entre neuritas totales, primarias, secundarias y ≥ terciarias. 
Los valores están representados como la media ± SEM de 3 experimentos independientes. ** p<0,01; * p<0,05 
(ANOVA, contraste post-hoc LSD de Fisher). 
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Figura 57. Longitud de neuritas en neuronas hipocampales tras 36 horas de tratamiento. A, imágenes 
representativas de neuronas hipocampales marcadas con anti-Calbindina tras 36 horas de tratamiento (Leptina 100 
nM, Aβ-42 5 µg/ml y el tratamiento conjunto).  Barra de calibración = 20 µm. B, histograma que representa la 
longitud media de neuritas de cada grupo distinguiendo entre neuritas totales, primarias, secundarias y terciarias. 
Los valores están representados como la media ± SEM de 3 experimentos independientes. * p<0,05 (ANOVA, 
contraste post-hoc LSD de Fisher). 
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9. Efectos de le leptina sobre la neurodegeneración y muerte celular 

Se ha descrito que los oligómeros de Aβ interfieren en la función sináptica al ocasionar daños 

estructurales en las sinapsis, seguida de la correspondiente neurodegeneración y, finalmente, 

muerte celular (Walsh y Selkoe, 2004).  

 

Figura 58. Efecto del HIV-leptina sobre el marcaje del Fluoro-Jade B en el cerebro de ratones APP/PS1 tras 3 
meses de terapia génica. A, imágenes que muestran la tinción fluorescente de Fluoro-Jade B (verde), de izquierda a 
derecha, en corteza, giro dentado y región CA1 del hipocampo. Fluoro-Jade B no sólo tiñe células en degeneración 
(flechas), sino también placas amiloides (arteriscos). B, histograma que muestra el número de células Fluoro-Jade 
positivas en las diferentes regiones del cerebro. Los datos están expresados como la media ± SEM (n=6-7). * p<0,05 
(prueba T para muestras independientes). gr: capa de células granulares del giro dentado;  h: hilus. GD: giro 
dentado. Barra de calibración = 20 µm.  
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En nuestro modelo experimental in vivo se llevaron a cabo diferentes estrategias para 

explorar los procesos de neurodegeneración y muerte celular. En primer lugar, se evaluó el 

porcentaje de células en proceso de degeneración tanto en corteza como en hipocampo (giro 

dentado y región CA1) utilizando la tinción de Fluoro-Jade B, que tiñe específicamente neuronas 

en degeneración, sobre secciones de cerebro de ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina o 

HIV-vv durante 3 meses. No se evaluaron en este ensayo los controles no transgénicos ya que 

estudios previos en el laboratorio pusieron de manifiesto un marcaje nulo o insignificante de 

Fluoro-Jade B en estos ratones. El número de células en degeneración que resultaron positivas 

para Fluoro-Jade B en el giro dentado del hipocampo de animales APP/PS1 tratados con HIV-

leptina durante 3 meses disminuyó de forma significativa con respecto a los transgénicos tratados 

con el vector vacío (p<0,05) (Figura 58A y B). En la corteza y en la región CA1 del hipocampo 

no se detectaron diferencias significativas en el número de células Fluoro-Jade B positivas, 

aunque sí se observó una tendencia hacia la disminución tras la terapia génica de 3 meses con 

leptina (Figura 58A y B).  

 

Figura 59. Efecto del HIV-leptina sobre las placas amiloides Fluoro-Jade B positivas en el hipocampo de ratones 
APP/PS1 tras 3 meses de terapia génica. A, imágenes que muestran la tinción fluorescente de Fluoro-Jade B (verde), 
la tinción de placas amiloides (rojo) y la colocalización de ambos marcajes (amarillo). Barra de calibración = 20 µm. 
Histograma correspondiente al número (B) y área (C) de las placas amiloides positivas para Fluoro-Jade B en el 
hipocampo de ratones APP/PS1 tras el tratamiento con HIV-vv o HIV-leptina. * p<0,05 (prueba T para muestras 
independientes) 
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Por otra parte, a través de un ensayo de inmunofluorescencia doble, se observó que el 

marcaje de Fluoro-Jade B colocalizaba de manera consistente con la tinción de placas de Aβ en 

el hipocampo de ratones APP/PS1 (Figura 59A). Tras el contaje y el análisis densitométrico de 

las placas Fluoro-Jade B positivas se detectó una importante reducción tanto en el número 

(Figura 59B) como en el tamaño (Figura 59C) de estas placas en el hipocampo de los ratones 

APP/PS1 tratados con HIV-leptina. Estos resultados apoyarían los hallazgos previos donde se 

observó una reducción de amiloidosis en ratones APP/PS1 tras el tratamiento de 3 meses con 

HIV-leptina (Figura 39). 

 

El estudio de la muerte celular se realizó, en primer lugar, evaluando el nivel de 

fragmentación del ADN tanto en corteza como en hipocampo de ratones control y transgénicos 

APP/PS1 tratados con o sin leptina utilizando un kit comercial de Roche. Tras analizar los 

resultados del ensayo se detectó una disminución significativa (p<0,05) de la fragmentación del 

ADN en corteza de ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina, con respecto a los tratados con 

HIV-vv (Figura 60A), sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en el hipocampo 

(Figura 60B).  

 

 

Figura 60.Valoración de la muerte celular en ratones control y transgénicos APP/PS1 tratados con HIV-leptina o 
HIV-vv durante 3 meses. Histograma correspondiente al ensayo ELISA de detección de fragmentación del ADN en 
corteza (A) e hipocampo (B). Los datos están expresados como la media ± SEM (n=6). * p<0,05; # p=0.06 
(ANOVA, contraste post-hoc HSD de Tukey).  
 

Adicionalmente, los niveles de expresión de la caspasa-3 fueron evaluados tras la realización 

de un ensayo Western-blot y se detectó un aumento significativo (p<0,01) de los niveles de 
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expresión de procaspasa-3 en corteza de los transgénicos HIV-vv con respecto a los controles 

(Figura 61A y B). Además, se observó que este aumento de expresión se atenuaba en los ratones 

APP/PS1 de una manera significativa (p<0,05) (Figura 61A y B) tras la terapia génica con 

leptina de 3 meses de duración. No se detectaron diferencias significativas en la expresión de 

procasapasa-3 en el hipocampo de los distintos grupos (Figura 61C y D). 

 

 

 

Figura 61. Estudio de la expresión de caspasa-3 en ratones control y ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina o 
HIV-vv durante 3 meses. Western-blot representativo de la expresión de procaspasa-3 en corteza (A) e hipocampo 
(C). Histogramas que representan la expresión de procaspasa-3 en corteza (B) e hipocampo (D). Los datos están 
expresados como la media ± SEM (n=6). ** p<0,01; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc HSD de Tukey).  
 
 
 
 
 
 
 

A B

C D

β-actina

Procaspasa-3

H
IV

-l
ep

ti
n

a

C
o

n
tr

o
l

H
IV

-v
v

37 KDa

50 KDa

β-actina

Procaspasa-3

H
IV

-v
v

H
IV

-l
e

p
ti

n
a

C
o

n
tr

o
l

37 KDa

50 KDa

APP/PS1

APP/PS1

APP/PS1 

APP/PS1 

C
o

rt
ez

a
H

ip
o

ca
m

p
o

H
IV

-l
e

p
ti

n
a

C
o

n
tr

o
l

H
IV

-v
v

APP/PS1

H
IV

-v
v

H
IV

-l
e

p
ti

n
a

C
o

n
tr

o
l

APP/PS1

**
*



_____________________________________________________________RESULTADOS 

145 
 

10. Efectos de le leptina sobre la proliferación y diferenciación celular 

10.1 Estudios in vivo 

En un estudio previo en nuestro 

laboratorio, se exploró la proliferación 

celular en el giro dentado del hipocampo 

de ratones controles no transgénicos y 

transgénicos APP/PS1 de 6 meses de edad 

tratados con el vector vacío HIV-vv 

durante 1 y 3, no encontrando diferencias 

significativas entre los grupos tras 

cuantificar el número de células BrdU 

positivas en el giro dentado del 

hipocampo (Figura 62).  

 

Por esta razón, en nuestro diseño experimental sólo se evaluó la proliferación celular en 

ratones trasngénicos APP/PS1 tratados con la construcción lentiviral HIV-leptina o con el vector 

vacío (HIV-vv), tras la administración de BrdU durante la última semana de la terapia génica de 

1 y 3 meses de duración. Las células creadas de novo se detectaron a través de un ensayo de 

inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo específico anti-BrdU y se observó un marcaje 

positivo de células que se distribuyeron a lo largo de la capa de células granulares y la zona 

subgranular del giro dentado (Figura 63A y C). Tras el contaje de las células BrdU positivas se 

observó un ligero incremento en el número de núcleos positivos en el giro dentado del 

hipocampo de animales que habían sido tratados con HIV-leptina durante 1 mes al compararlos 

con los que recibieron el vector vacío. Este incremento no llegó a ser significativo 

estadísticamente (Figura 63B). Sin embargo, tras un tratamiento más largo de 3 meses de 

duración, sí se detectó un aumento significativo (p<0,01), de más de 1,5 veces, en el número de 

núcleos BrdU positivos en los ratones APP/PS1 que habían sido tratados con HIV-leptina con 

respecto a los tratados con el vector vacío (Figura 63D).  

 

Figura 62. Proliferación celular en el giro dentado de
ratones control y ratones APP/PS1 tras la administración
del vector lentiviral HIV-vv durante 1 (7 meses de edad)
y 3 meses (9 meses de edad). El histograma muestra el
número de núcleos BrdU positivos identificados en el
giro dentado del hipocampo. Los datos están expresados
como la media la media ± SEM (n=8-14).
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A continuación, fue conveniente explorar si el aumento en la proliferación celular detectado 

tras la terapia génica con leptina de 3 meses de duración implicaba la formación de nuevas 

neuronas. Para ello se llevó a cabo un ensayo de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo 

específico anti-DCX en secciones cerebrales de ratones tratados con los vectores virales durante 

3 meses (Figura 64A). Tras la determinación del número de células DCX positivas, indicativas 

de neuronas inmaduras, se detectó un incremento significativo (p<0,05) de estos tipos celulares 

en el giro dentado del hipocampo de ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina al compararlos 

con aquellos a los que se le había administrado el vector vacío (Figura 64B). 

 

 

 

Figura 63.Efecto del HIV-leptina sobre la proliferación celular en el giro dentado de ratones APP/PS1. A, imágenes 
con diferente aumento mostrando células BrdU+ en el giro dentado de APP/PS1 tratados con HIV-vv o HIV-leptina 
durante 1 (A) o 3 (C) meses. B, histogramas que muestran el número de núcleos BrdU+ en los ratones APP/PS1 
tratados con HIV-leptina o con el vector vacío (HIV-vv) tras 1 (B) o 3 (D) meses de terapia génica. Los datos están 
expresados como la media la media ± SEM (n= 5). ** p<0,01; * p<0,05 (prueba T para muestras independientes) gr: 
capa de células granulares del giro dentado; GD: giro dentado; h: hilus del giro dentado. Barra de calibración = 20 
µm.  
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10.2 Estudios in vitro 

Para evaluar si la leptina podía tener un efecto directo sobre la proliferación celular in vitro, 

neuronas primarias corticales fueron tratadas con leptina (100 nM), oligómeros de Aβ-42 (5 

µg/ml) y el tratamiento conjunto y 24 horas después de iniciar el tratamiento, se añadió BrdU al 

medio (50 µg/ml) y las células se incubaron durante 48 horas más con el tratamiento inicial (72 

horas en total) para el estudio de la proliferación a corto plazo. Por otro lado, para el estudio de 

la supervivencia las células que se habían generado de novo, el tratamiento se prolongó hasta 7 y 

14 días. Cuando los tratamientos alcanzaron su fin, se llevaron a cabo diferentes ensayos de 

inmunocitoquímica para determinar el número de células que habían incorporado BrdU a su 

material genético y averiguar qué tipo celular estaba proliferando. 

 

 

Figura 64. Efecto del HIV-leptina sobre la proliferación de progenitores neuronales en el giro dentado de ratones 
APP/PS1 tras 3 meses de terapia génica. A, las imágenes muestran el marcaje fluorescente de DCX (verde) de 
células de la capa granular del giro dentado de APP/PS1. Los núcleos están teñidos con DAPI (azul). B, el 
histograma muestra el número de células DCX+ en los ratones APP/PS1 tratados con HIV-vv o HIV-leptina. Los 
datos están expresados como la media ± SEM (n=6-7). * p<0.05 (prueba T para muestras independientes). gr: capa 
de células granulares del giro dentado; GD: giro dentado. Barra de calibración = 20 µm.  

 

Tras el tratamiento de 72 horas, se realizó un ensayo de inmunocitoquímica con un 

anticuerpo específico anti-BrdU (Figura 65A) y se observó un aumento significativo (p<0,05), de 
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más de 1,5 veces (165,4 ± 20,1% relativo al control), en el número de núcleos BrdU positivos 

tras la exposición a la leptina (Figura 65B). Para averiguar qué tipo de células estaban 

proliferando se llevó a cabo una inmunofluorescencia doble utilizando, además del anticuerpo 

anti-BrdU, un específico específico anti-DCX (Figura 66A y B). Se detectó un incremento 

significativo (p<0,05), de 2,6 veces (260,9 ± 57,5% relativo al control), en el número de células 

doblemente marcadas (BrdU-DCX+) en los pocillos que habían sido tratados con leptina (Figura 

66C).  

 

 

Figura 65. Efectos de la leptina, el Aβ-42 y el tratamiento conjunto sobre la proliferación celular en cultivos 
primarios de neuronas tras 72 horas de tratamiento. A, las imágenes muestran el marcaje fluorescente de núcleos 
BrdU+ (verde) en neuronas control y neuronas tratadas con leptina durante 72 horas. B, histograma que muestra el 
número de células BrdU+ en los diferentes tratamientos. Los valores están representados como la media ± SEM de 
al menos 3 experimentos independientes. ** p<0,01; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD Fisher). Barra de 
calibración = 50 µm.  

 

Adicionalmente, también se realizó un ensayo de inmunofluorescencia doble utilizando los 

anticuerpos específicos anti-BrdU y anti-GFAP, identificándose células doblemente marcadas 

(BrdU-GFAP+) (Figura 67), que ponían de manifiesto la existencia de una pequeña población de 

astrocitos que estaba proliferando en los cultivos primarios de neuronas. 
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En las células que habían sido tratadas durante 7 días, no se detectaron diferencias 

significativas entre grupos en cuanto al número de células positivas pra BrdU (Figura 68A). Sin 

embargo, tras analizar el número de células DCX positivas, se detectó una reducción 

significativa en el número de células DCX positivas en el grupo tratado con Aβ-42 frente a las 

células tratadas con leptina (p<0,05), aunque no respecto al grupo control (Figura 68B). Este 

efecto se revirtió totalmente tras el tratamiento conjunto (p<0,01) (Figura 68B).  

 

 

Figura 66. Efectos de la leptina, el Aβ-42 y el tratamiento conjunto, sobre la proliferación de progenitores 
neuronales en cultivo primario de neuronas tras 72 horas de tratamiento. A, imágenes a pequeño aumento que 
muestran núcleos Brdu+ (verde) y células DCX+ en neuronas control y tratadas con leptina durante 72 horas. Barra 
de calibración = 50 µm. B, imágenes a mayor aumento que muestran el marcaje de DAPI (azul), BrdU (verde), DCX 
(rojo) y la mezcla de los canales rojo y verde para la identificación de células doblemente marcadas BrdU-DCX + 
(flechas). Barra de calibración  = 20 µm. C, histograma correspondiente al número de células doblemente marcadas 
BrdU-DCX+ en los diferentes tratamientos. Los valores están representados como la media ± SEM de al menos 3 
experimentos independientes. * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD Fisher).  
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En las células tratadas durante 7 días también se llevó a cabo un ensayo de 

inmunocitoquímica doble con los anticuerpos anti-BrdU y anti-βIII-tubulina (un marcador de 

neuronas en estadíos tempranos del desarrollo) (Figura 68C). Tras analizar el número de células 

doblemente marcadas con BrdU y βIII-tubulina se detectaron diferencias similares a las 

encontradas en el caso de las neuronas marcadas con DCX, encontrando una reducción 

significativa (p<0,01) en el número de neuronas βIII-tubulina positivas tras el tratamiento con 

Aβ-42 frente a las tratadas con leptina (Figura 68D), efecto que se revirtió con el tratamiento 

conjunto de Aβ-42 y leptina (p<0,05). 

 

 

Figura 67. Identificación de células doblemente marcadas con BrdU (verde) y GFAP (rojo) en cultivos primarios de 
neuronas. Barra de calibración = 20 µm.  

 

En relación al tratamiento largo de 14 días, no se detectaron diferencias en el número de 

células marcadas con BrdU entre los grupos (Figura 69A). Sin embargo, tras identificar células 

doblemente marcadas con BrdU y DCX, se detectó una disminución significativa (p<0.05) en el 

número de estas células en el grupo tratado con Aβ-42 respecto al grupo tratado con leptina  

(Figura 69B). En el caso de las células BrdU-βIII-tubulina positivas se detectó una disminución 

significativa (p<0,05) en el número de células tanto en grupo tratado con Aβ-42 como el tratado 

doblemente con Aβ-42 y leptina (Figura 69C).  
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Figura 68 Efectos de la leptina, el Aβ-42 y el tratamiento combinado, sobre la proliferación celular en cultivos 
primarios de neuronas tras 7 días de tratamiento. Histogramas que muestran el número de células BrdU positivas 
(A), el número de células doblemente marcadas BrdU-DCX+ (B) o BrdU-βIII tubulina+ (C) en los diferentes 
tratamientos. La imagen muestra el marcaje fluorescente de BrdU (verde) y βIII tubulina (rojo) con indicación de 
células doblemente marcadas BrdU-βIII tubulina+ (flechas). Los valores están representados como la media ± SEM 
de al menos 3 experimentos independientes. ** p<0,01; * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD de Fisher). 
Barra de calibración = 50µm.  
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Figura 69. Efectos de la leptina, el Aβ-42 y el tratamiento combinado, sobre la proliferación celular en cultivos 
primarios de neuronas tras 14 días de tratamiento. Los histogramas muestran el número de células BrdU+ (A), 
BrdU-DCX+ (B) y BrdU-βIII tubulina+ (C) en los diferentes tratamientos. Los datos están expresados como la 
media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. * p<0,05 (ANOVA, contraste post-hoc LSD de Fisher)  
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La secuencia de eventos característica del proceso de neurodegeneración comienza con una 

pérdida sináptica temprana (asociada con el declive cognitivo), seguida de daño neurítico que 

lleva finalmente a una pérdida selectiva de neuronas (Walsh y Selkoe, 2004). En el presente 

trabajo se han estudiado las diferentes capacidades protectoras que potencialmente podría tener 

la leptina sobre estos eventos utilizando como modelo de amiloidosis el ratón doblemente 

transgénico APP/PS1 y la terapia génica como vía de administración de leptina a nivel central. 

Los resultados obtenidos indicaron que la terapia génica con leptina durante 3 meses fue capaz 

de reducir la acumulación cerebral de Aβ. Además de este efecto sobre uno de los marcadores 

neuropatológicos clásicos de la EA, los ratones APP/PS1 tratados con leptina mostraron una 

reducción significativa de los niveles de astrogliosis y neurodegeneración, asociada a una mayor 

plasticidad neuronal, proliferación y diferenciación celular. Como resultado, se produjo una 

importante atenuación en los déficits cognitivos característicos de los ratones transgénicos 

APP/PS1 (Figura 70). 

 

 

Figura 70. Efectos de la leptina sobre la cascada de eventos neuropatológicos característicos de la EA observados 
en el modelo murino de amiloidosis APP/PS1 y en modelos de amiloidosis experimentales in vitro. 
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1. La terapia génica como vía de administración central de leptina 

El paso del tiempo ha hecho que los vectores virales utilizados en terapia génica hayan sido 

modificados y mejorados, al tiempo que otros nuevos tipos se han incorporado al conjunto. Una 

de estas incorporaciones consistió en el uso de retrovirus, que forman parte del género 

Lentivirus, entre los que se encuentra el virus del SIDA. Este cambio, que indudablemente 

añadía en aquel momento el riesgo de utilizar como agente curativo elementos de un virus 

altamente patógeno, se debió a que estos retrovirus clásicos eran capaces de infectar y transducir 

células en reposo, estado en el que se encuentran normalmente las células más apropiadas para 

una terapia génica duradera. Desde entonces, han sido muchos los esfuerzos realizados para 

dotar a estos vectores lentivirales de características que disminuyan su carácter patogénico sin 

afectar a su capacidad de infectar células diana y expresar eficientemente el gen terapéutico. 

 

En este estudio se ha demostrado que la terapia génica lentiviral es un método eficaz para la 

administración de leptina a nivel del SNC en el modelo murino de amiloidosis APP/PS1. Como 

vector de transferencia génica se utilizó el HIV-leptina, un vector lentiviral de tercera 

generación, derivado del HIV-1 y creado según el modelo de empaquetado condicional descrito 

por Tom Dull (Dull y col., 1998). Los vectores lentivirales están considerados como valiosas 

herramientas en la investigación neurobiológica debido a su capacidad para infectar células que 

no entran normalmente en mitosis, como es el caso de las neuronas (Zhang y col., 2006) y 

hacerlo de una manera estable durante un periodo de tiempo de hasta 6 meses (Blomer y col., 

1997). En el sistema nervioso, los lentivirus median la transfección génica en cualquier tipo de 

neurona, sin efectos secundarios de los vectores per se, y con un nivel de seguridad que permite 

su aplicación en ensayos clínicos en enfermedades neurodegenerativas (Tuszynski y col., 2005; 

Aiuti y col., 2007). La utilización del vector lentiviral HIV-leptina permitió una sobreexpresión 

estable y eficaz de leptina en nuestro modelo animal de amiloidosis, como se confirmó tras la 

identificación de la expresión de leptina recombinante en diferentes áreas del SNC después de 1 

y 3 meses de la inyección icv del vector lentiviral, utilizando diferentes técnicas de detección de 

la etiqueta HA que lleva incorporada la leptina recombinante en su secuencia (Figura 33). 
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Los vectores lentivirales presentan la capacidad de migrar largas distancias y de modular 

eficientemente la expresión de proteínas en las células huesped cerebrales, como se ha visto en 

diferentes estudios (Carro y col., 2005; Carro y col., 2006b; Dietrich y col., 2008; Antequera y 

col., 2009). En nuestro modelo experimental también se testó la funcionalidad de la leptina 

recombinante al analizar su implicación en la vía JAK-STAT3 mediante la modulación de 

STAT3 en su forma fosforilada (Figura 36). La fosforilación de STAT3 está elevada en la 

corteza e hipocampo de los ratones transgénicos APP/PS1y en cerebros post mórtem de 

pacientes con EA (Wan y col., 2010). Este incremento de la fosforilación de STAT3 está 

relacionado con el incremento de la muerte neuronal inducida por Aβ en los ratones transgénicos 

APP/PS1, sugiriendo que la inhibición de la actividad de STAT3 atenuaría la apoptosis neuronal 

inducida por el péptido amiloide (Wan y col., 2010). En nuestro modelo experimental, la terapia 

con el vector HIV-leptina durante 3 meses, en lugar de producir un incremento en la 

fosforilación de STAT3, como cabría esperar (Bendinelli y col., 2000), produjo una disminución 

de los niveles de p-STAT3, posiblemente, y como explicaremos en detalle, debido a una 

reducción en los niveles de Aβ.  

2. Efectos de la leptina sobre marcadores patológicos característicos del 

modelo APP/PS1 

El objetivo terapéutico más importante en la EA es mejorar los trastornos cognitivos, los 

déficits clínicamente relevantes en estos pacientes. Además de amnesia, los pacientes con EA 

presentan síntomas neuropsiquiátricos como la apatía, a veces acompañada por depresión, 

disforia y aislamiento social (Cheng y Cummings, 2000). Sin embargo, también el patrón 

opuesto, de agitación, inquietud, desinhibición y euforia suele ser frecuente (Cheng y Cummings, 

2000). En nuestro estudio, tras la valoración de la capacidad cognitiva de los roedores en el test 

del laberinto en T, se observó que en la alternancia espontánea los ratones transgénicos 

presentaban menor porcentaje de aciertos con respecto los ratones control y que la terapia con 

leptina moderaba estas diferencias, aunque no de una forma significativa. Sí se observaron 

diferencias significativas en cuanto al tiempo que los ratones tardaban en elegir la opción 

correcta (latencia). El grupo control fue el más rápido en elegir la opción correcta, seguido del 
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grupo APP/PS1que fue administrado con HIV-leptina, siendo el grupo transgénico que recibió 

HIV-vv el que más tiempo tardó en tomar la decisión (Figura 37A). El deterioro en la alternancia 

espontánea puede interpretarse de varias maneras, incluyendo una pérdida de motivación para 

explorar, una pérdida del control inhibitorio o de la orientación espacial, similar a los síntomas 

descritos en la EA (Cheng y Cummings, 2000). También puede interpretarse como una pérdida 

de memoria, teniendo en cuenta que este test que se ha utilizado (el laberinto en T), valora la 

memoria espacial (Deacon y Rawlins, 2006; Stewart y col., 2011).  

 

Por otro lado, utilizando la prueba de reconocimiento de objetos que depende de la actividad 

del hipocampo (Dewachter y col., 2002), se evaluó la memoria visual a corto plazo, que es la que 

se ve principalmente afectada en la EA. Los pacientes de EA normalmente presentan déficit de 

memoria a corto plazo antes que la pérdida de memoria a largo plazo (Germano y Kinsella, 

2005). En nuestro modelo experimental, se observó que en los ratones APP/PS1, en el que ya 

está comprometida la cognición, el tratamiento con el lentivirus HIV-leptina durante 3 meses 

alivió estos déficits conductuales, demostrando la eficacia de la terapia génica (Figura 37B). 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en un estudio reciente donde utilizando el modelo 

de amiloidosis TgCRND8 (Greco y col., 2010), los ratones transgénicos tratados con leptina 

mostraron recuperación de las alteraciones comportamentales tras la realización del mismo test y 

un test adicional, el de condicionamiento al miedo (otro test de memoria que mide la capacidad 

para recordar un estímulo desagradable). Estos hallazgos también estarían en sintonía con otros 

resultados que describieron que la inyección directa de leptina en el hipocampo mejora el 

procesamiento de la memoria y modula la LTP y la plasticidad sináptica (Harvey y col., 2005).  

 

En la prueba del laberinto en cruz elevado se determinó el ratio entre el tiempo que los 

animales pasaban en los brazos abiertos y el tiempo total, así como el ratio entre el número de 

veces que entraban en los brazos abiertos y las entradas totales, como medidas de ansiedad de los 

animales (Tabla 13), no detectando diferencias en los niveles de ansiedad de los grupos a 

estudio. Estos resultados concuerdan con los encontrados en un estudio previo donde los autores 

señalaban que los niveles de ansiedad en la línea transgénica APP/PS1 eran similares a los de 

controles no transgénicos (Arendash y col., 2001). Por otro lado, se observó un menor número de 

entradas tanto en brazos abiertos como en cerrados en el modelo transgénico respecto al control, 
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así como una menor duración en los brazos abiertos (Tabla 13). La duración en los brazos 

abiertos se incrementó tras la terapia génica con leptina en los ratones APP/PS1, de forma que no 

se observaron diferencias significativas con los controles (Tabla 13). Estos datos sugieren la 

existencia de una actividad exploratoria comprometida en los ratones APP/PS1, relacionada con 

el estado hipoactivo que se ha descrito en ratones APP/PS1 de 9 meses de edad (Ferguson y col., 

2013), y sugerimos que la leptina podría contribuir a la restauración de los niveles normales de 

actividad ya que se ha descrito su papel antidepresivo (Lu y col., 2006; Lu, 2007). 

 

En el año 2004, el grupo de Fewlass y colaboradores (Fewlass y col., 2004) describió por 

primera vez la capacidad de la leptina de regular niveles del péptido Aβ. Más recientemente, 

nuevos estudios han confirmado que el tratamiento con leptina es capaz de reducir la carga 

amiloide en el cerebro de animales modelos de amiloidosis (Greco y col., 2010; Marwarha y col., 

2010). En nuestro estudio, la administración de leptina via terapia génica de 1 mes de duración 

no ocasionó cambios significativos en la densidad de placas amiloides de los ratones APP/PS1 

tratados con HIV-leptina frente a los que habían sido inyectados con el vector vacío (Figura 38). 

Este resultado fue atribuido a la moderada carga de amiloide que tienen estos animales a los 7 

meses de edad (al final del tratamiento) y a la brevedad del tratamiento (1 mes). Sin embargo, 

tras prolongar la terapia génica hasta 3 meses, se detectó una disminución en la carga cerebral de 

Aβ y más concretamente en el número y grosor de placas tanto en corteza como en hipocampo 

de los APP/PS1 tratados con leptina (Figura 39). El hecho de que el tratamiento con HIV-leptina 

sea capaz de reducir la placa de amiloide en áreas cerebrales distales a su lugar de aplicación 

(ventrículos laterales) da una idea de la capacidad de difusión de la leptina recombinante. 

 

La proteína BACE1 es una β-secretasa responsable del procesamiento de APP mediante la 

vía amiloidogénica para la formación del péptido Aβ y cuyos niveles se han visto aumentados en 

patologías amiloides (Vassar y col., 1999; Yan y col., 1999; Lin y col., 2000). Una menor 

expresión de la proteína BACE1 fue detectada en los ratones APP/PS1 tras la terapia génica con 

leptina de 3 meses al compararlos con los APP/PS1 que recibieron el vector vacío (Figura 40 A-

D), por lo que el efecto inhibidor de la leptina sobre la acumulación cerebral de Aβ sería 

atribuible a la disminución de la expresión de esta proteína, como ocurría en estudios previos 

(Marwarha y col., 2010; Greco y col., 2010). Reforzando estos resultados se ha demostrado que 
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STAT3 es un mediador de la regulación transcripcional de BACE1 (Wen y col., 2008) y en 

nuestro estudio se detectó una tendencia hacia la disminución en los niveles de expresión de p-

STAT3 en ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina (Figura 36), sugiriendo que esta 

disminución podía regular a la baja la expresión de BACE1.  

 

Estos hallazgos son consistentes con los datos previos que revelan la implicación de la 

leptina en la modulación de la actividad de BACE1 (Fewlass y col., 2004). Sin embargo, tras 

analizar la actividad de BACE1 en muestras de corteza e hipocampo de nuestro grupo 

experimental, no se detectaron diferencias significativas entre los ratones transgénicos tratados 

con HIV-leptina y los que recibieron HIV-vv (Figura 40 E-F). La aproximación metodológica 

para la determinación de la actividad de BACE1 en nuestro trabajo pudo no ser la más adecuada 

ya que el ensayo se realizó a partir del lisado total celular, mientras que, en el grupo de Fewlass y 

colaboradores (Fewlass y col., 2004), los ensayos de actividad de BACE1 fueron realizados 

sobre diferentes fracciones celulares tras su separación en un gradiente de sacarosa. 

 

En concordancia con datos previamente publicados (Ding y col., 2008), no se detectaron en 

nuestro estudio diferencias en la expresión de BACE1 entre los ratones no transgénicos y los 

APP/PS1 tratados con el vector vacío HIV-vv. Este hecho no es sorprendente ya que existe un 

incremento progresivo de la expresión de BACE1 dependiente de la edad. Mientras que los 

niveles de BACE1 están elevados en ratones APP/PS1 de 12-18 meses de edad (Dietrich y col., 

2008; Torres y col., 2012), no se han detectado diferencias en ratones más jóvenes, de 6 meses 

de edad, al compararlos con sus controles no transgénicos (Torres y col., 2012). Adicionalmente 

para contrastar estos resultados, analizamos la expresión de BACE1 en muestras de corteza 

humana de controles y pacientes enfermos con diferentes grados de demencia. El resultado fue 

similar al encontrado en el modelo animal transgénico, al no detectar diferencias significativas 

entre los controles y pacientes en distintos estadíos de la EA (Figura 41). Puede que nuestro 

tamaño muestral (n=6-8) no fuese lo suficientemente grande para detectar diferencias 

significativas, ya que en algunos estudios donde sí se ha detectado esta diferencia (Hebert y col., 

2008; Santosa y col., 2011), la distribución de los datos sugería que sólo cerca de la mitad de los 

pacientes con EA contribuían al aumento de la media, mientras que, en la otra mitad de casos, los 
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niveles de expresión de BACE1 coincidían con los niveles de expresión existentes en controles 

sanos.  

 

En base a la hipótesis de la cascada amiloide (Hardy y Selkoe, 2002), la existencia de placas 

amiloides en los ratones APP/PS1 desencadenaría una respuesta inflamatoria responsable de una 

activación astro y microglial. En relación a los astrocitos, se observó que la terapia génica con 

leptina de 3 meses atenuó la activación astroglial en la corteza de ratones APP/PS1 respecto a los 

que recibieron el vector vacío HIV-vv (Figura 42A y B). No se detectaron tales diferencias en el 

hipocampo probablemente debido a que en los ratones transgénicos APP/PS1 la densidad 

astroglial basal es similar a la existente en los controles no transgénicos (Figura 42 C-D). La 

inflamación y la astrogliosis están íntimamente conectadas en la EA (Herrup, 2010). De hecho, 

la astrogliosis está considerada como una de las manifestaciones patológicas más tempranas en la 

EA, con respuestas inflamatorias que juegan un papel crucial en la modulación del progreso de la 

enfermedad (McGeer y McGeer, 2010). La astrogliosis parece ser especialmente abundante 

asociada a los depósitos de Aβ en el parénquima cerebral (Richards y col., 2003). Sin embargo, 

todavía no está claro si esos astrocitos reactivos acumulados en torno a los depósitos de Aβ 

desempeñan funciones protectoras o destructoras (Wyss-Coray y Mucke, 2002). En nuestro 

estudio, siguiendo la misma aproximación metodológica utilizada en estudios previos (Carro y 

col., 2006b), se detectó una reducción considerable de la astrogliosis asociada a las placas en la 

corteza de los ratones APP/PS1 tratados con HIV-leptina (Figura 43). Aunque la astrogliosis es 

considerada como un marcador patológico asociado a las placas en la EA, algunos estudios 

sugieren que los astrocitos reactivos localizados alrededor de las placas pueden tener una función 

beneficiosa al ser capaces de captar y degradar el Aβ (Nagele y col., 2003; Wyss-Coray y col., 

2003; Koistinaho y col., 2004). En nuestro modelo experimental, la leptina se ha manifestado 

como un importante regulador de la astrogliosis, ya que tanto la astrogliosis asociada a placas de 

Aβ como la total se han visto reducidas en la corteza cerebral de los ratones APP/PS1 tras el 

tratamiento con HIV-leptina. Ello nos hace a suponer que controlar la activación de la astroglía 

llevaría a una adecuada regulación del aclaramiento de Aβ por parte de los astrocitos, lo cual a su 

vez sería responsable de controlar la acumulación de Aβ en el cerebro. 
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Las células de microglía, células inmunes residentes en el cerebro, pueden ser activadas a 

través de la liberación de neurotransmisores, factores tróficos, citoquinas o por factores liberados 

desde células necróticas (Hanisch y Kettenmann, 2007). Según el tipo de estímulo, la microglía 

actuará siguiendo diferentes modelos, por ejemplo, eliminando células apoptóticas o proteínas 

anormales, o liberando citoquinas anti-inflamatorias (revisado en Lucin y Wyss-Coray, 2009). El 

papel de la microglía en el desarrollo y progreso de la EA ha sido muchas veces controvertido y 

su carácter dual o pleiotrópico ha sido estudiado en detalle (revisado en Wyss-Coray, 2006). En 

nuestro estudio se observó que el tratamiento con leptina en los ratones APP/PS1 ocasionaba un 

mayor marcaje de microglía (marcada con lectina de tomate), aunque las diferencias entre grupos 

no fueron estadísticamente significativas (Figura 44). La activación microglial, mediada por las 

citoquinas anteriormente señalada, fue confirmada mediante estudios con cultivos primarios de 

microglía. En estos estudios in vitro se observó que la leptina ejercía un papel dual, por una parte 

inducía la activación microglial en altas concentraciones, pero en concentraciones más bajas era 

capaz de bloquear el proceso inflamatorio (Figura 45). Teniendo en cuenta el papel de la 

microglía en la degradación fagocítica de la placa amiloidea (Paresce y col., 1996; Paresce y col., 

1997; Kakimura y col., 2002; Takata y col., 2007; Takata y col., 2010), la activación microglial 

mediada por leptina en nuestro modelo experimental in vivo, podría estar directamente 

relacionada con el descenso en la carga de Aβ. Otra ventaja de nuestro modelo experimental 

utilizando el lentivirus HIV-leptina, sería la presencia sostenida de niveles bajos de leptina que 

aseguren unos niveles moderados de óxido nítrico, como hemos visto en los cultivos de 

microglía. No olvidemos que la microglía puede producir óxido nítrico en respuesta a estímulos 

como el Aβ (Wang y col., 2004) y su producción excesiva está íntimamente relacionada con la 

patogénesis de la EA (revisado en Malinski, 2007). En conclusión el tratamiento de los ratones 

APP/PS1 con HIV-leptina asegura unos niveles de leptina que permiten activar la microglía sin 

inducir neurotoxicidad.  

3. Efectos de la leptina sobre la plasticidad neuronal 

La pérdida de sinapsis es un evento relevante en la patogénesis de la EA. De hecho, la 

pérdida sináptica es el mejor marcador patológico que correlaciona con el declive cognitivo que 
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aparece en la EA (Coleman y Yao, 2003; Scheff y col., 2007). Es bien conocido que el 

hipocampo es un área del cerebro relacionada con los procesos de aprendizaje y memoria. Los 

receptores NMDA de la región CA1 del hipocampo están implicados en la formación de la 

memoria espacial (Bliss y Collingridge, 1993) y estudios recientes han mostrado la implicación 

de la leptina en la plasticidad sináptica hipocampal al observar alteraciones tanto en la LTP como 

en la LTD en ratones obesos db/db con receptores no funcionales de leptina (Li y col., 2002). 

Además, estos ratones tenían dificultades para llevar a cabo tareas relacionadas con la memoria 

espacial en el laberinto bajo el agua de Morris (Li y col., 2002; Gerges y col., 2003). En nuestro 

modelo experimental se estudió por primera vez la densidad sináptica de la región CA1 del 

hipocampo del modelo murino de amiloidosis APP/PS1 de 9 meses de edad. Para ello se llevaron 

a cabo estudios de ME y se cuantificó el número total de sinapsis en ratones control y ratones 

transgénicos APP/PS1, diferenciando entre sinapsis en espinas y sinapsis en troncos dendríticos. 

Se calculó el porcentaje de sinapsis en espinas con respecto al número de sinapsis totales 

(sinapsis en espinas y sinapsis en dendritas) y se observó que los ratones APP/PS1 presentaban 

una disminución estadísticamente significativa en este parámetro respecto a los controles (Tabla 

15). Este novedoso resultado concuerda con un estudio previo donde se describe una reducción 

en la densidad de espinas dendríticas en la línea de ratones transgénicos Tg2576 (Adlard y col., 

2011) así como en el número de sinápsis en cultivos de neuronas hipocampales de ratones 

APP/PS1 (Priller y col., 2009). El tratamiento con HIV-leptina por su parte era capaz de revertir 

parcialmente esta tendencia negativa, aunque, especialmente en nuestro grupo experimental 

tratado con leptina (APP/PS1 HIV-leptina), se observó una gran dispersión en los resultados se 

apreciaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos estudiados tras analizar los 

resultados con el test Kruskal-Wallis para muestras no paramétricas. Es posible que este hallazgo 

del número de sinapsis en espinas tenga repercusión funcional, ya que está en consonancia con 

otros estudios donde la leptina es capaz de modular sinápsis hipotalámicas en modelos de 

obesidad (Pinto y col., 2004). Aumentar el tamaño muestral en este estudio podría darnos pistas 

más certeras sobre el papel de la leptina en la modulación sináptica. 

 

Los mecanismos moleculares responsables del fallo sináptico que ocurre en los pacientes con 

EA y en los modelos animales de amiloidosis son en su mayoría desconocidos. En el año 1998, 

un estudio (Mattson y col., 1998) identificó la actividad de la caspasa-3 dependiente de apoptosis 
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que contribuía al fallo sináptico en neuronas hipocampales cultivadas in vitro, pero el mecanismo 

molecular que relacionaba la actividad de la caspasa-3 con la pérdida sináptica era todavía 

desconocido. Un estudio reciente ha descrito la actividad de la caspasa-3 incrementada en las 

espinas dendríticas en el modelo de amiloidosis Tg2576 (D'Amelio y col., 2011) y en nuestro 

estudio también se ha observado un incremento de los niveles de expresión de caspasa-3 en 

sinaptosomas de corteza e hipocampo de ratones transgénicos APP/PS1 (Figura 48). Este 

incremento fue más moderado en los ratones APP/PS1 que recibieron el vector HIV-leptina, lo 

que sugiere que el efecto neuroprotector de la leptina frente a la pérdida sináptica se debe a la 

disminución de la toxicidad del Aβ, probablemente en términos de disminución de expresión de 

caspasa-3. 

 

Dado que se ha descrito que leptina es capaz de modular las concentraciones de proteínas 

sinápticas (Walker y col., 2007), también se analizó la expresión de diferentes proteínas 

sinápticas en las preparaciones de sinaptosomas de los ratones control y transgénicos tratados 

con HIV-leptina o con el vector vacío. Las proteínas sinápticas son componentes esenciales para 

el normal mantenimiento de la función sináptica. La pérdida de inmunoreactividad de 

sinaptofisina en terminales presinápticos se ha correlacionado con el declive cognitivo existente 

en la EA (Masliah y col., 1994; Sze y col., 1997; Hsia y col., 1999). En nuestro estudio, esta 

pérdida de señal fue confirmada en los ratones transgénicos APP/PS1 (Western-blot), 

encontrando que la terapia génica con leptina fue capaz de revertir estos efectos sobre la 

expresión de la proteína sinaptofisina, de manera que se volvían a alcanzar concentraciones 

similares a las existentes en ratones no transgénicos (Figura 49). La sinaptofisina es la proteína 

más abundante de las vesículas sinápticas y se suele utilizar como marcador para cuantificar el 

número de sinápsis intactas (Nagahara y col., 2009; Giusti-Rodriguez y col., 2011). De ahí que 

este resultado refuerze el dato previo obtenido mediante microcopía electrónica relativo al 

posible efecto modulador de la leptina sobre la densidad sináptica.  

 

Apoyando nuestros resultados in vivo, encontramos que la expresión de sinaptofisina también 

estaba incrementada en cultivos primarios de neuronas corticales que habían sido tratados con 

leptina durante 48 horas, y se observó que la incubación con leptina revertía parcialmente los 

efectos tóxicos del Aβ sobre la expresión de sinaptofisina (Figura 51), coincidiendo con estudios 
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previos sobre la sinaptotoxicidad inducida por el Αβ (Mucke y col., 2000; Abad y col., 2006). 

Nuestros hallazgos in vitro pusieron de manifiesto que, en cultivos primarios de neuronas, la 

leptina utiliza la vía JAK-STAT3, como vía de señalización (Figura 52) y que la inhibición de 

esta vía mediante el pretratamiento con Cucurbitacina I (Garza y col., 2008) bloquea los efectos 

de la leptina sobre la expresión de la proteína sinaptofisina (Figura 53). Este hecho sugiere que 

uno de los mecanismos implicados en la modulación de la sinaptofisina es la activación de 

STAT3 mediante su fosforilación, coincidiendo con estudios previos donde se describe una 

mayor expresión de sinaptofisina y STAT3 tras la administración aguda de leptina (Walker y 

col., 2007). Es importante tener en cuenta que en nuestro modelo experimental in vitro también 

se observó una disminución en la expresión de de sinaptofisina en neuronas control que habían 

sido pretratadas con Cucurbitacina I, por lo que puede que este inhibidor esté afectando de 

alguna manera a la expresión de sinaptofisina, ya que el mecanismo de actuación de este 

inhibidor natural es desconocido y existen evidencias que lo relacionan con la motilidad celular 

al interferir con los filamentos de actina (Knecht y col., 2010). 

 

Se ha documentado que la transmisión sináptica excitatoria juega un importante papel en el 

crecimiento de las neuritas. De hecho, la formación de espinas dendríticas está estimulada por la 

activación sináptica de los receptores NMDA (Maletic-Savatic y col., 1999) y el glutamato 

modula la formación y motilidad de los filopodios dendríticos (McKinney y col., 1999; Fischer y 

col., 2000). Los cambios estructurales y morfológicos que ocurren durante los eventos de 

plasticidad sináptica pueden estar regulados por diferentes factores, como neurotrofinas o 

factores de crecimiento (Ethell y Pasquale, 2005). Cada vez hay más evidencias que señalan los 

efectos neurotróficos de la leptina tanto en el cerebro en desarrollo como en el cerebro adulto 

(Bouret y col., 2004; Garza y col., 2008; Guo y col., 2008). En el año 2004 se publicó uno de los 

primeros trabajos que ponía de relieve el papel esencial de la leptina en los circuitos neuronales 

hipotalámicos promoviendo el crecimiento neurítico (Bouret y col., 2004). También se ha 

demostrado que la leptina acelera la motilidad y densidad de los filopodios dendríticos en 

neuronas hipocampales, aumentado la densidad de las sinapsis y la longitud de las neuritas 

(O'Malley y col., 2007). En el presente trabajo, se analizó la longitud de las neuritas de neuronas, 

tanto de origen cortical como hipocampal, que habían sido tratadas con leptina (100 nM), Aβ-42 

oligomerizado (5 μg/ml) o con el tratamiento conjunto a tiempos de 18 y 36 horas. En primer 
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lugar se observó que tras 18 horas de tratamiento la leptina estimulaba la proyección de neuritas 

secundarias, probablemente debido a un aumento de la motilidad celular (O'Malley y col., 2007) 

tanto en neuronas corticales (Figura 54) como en hipocampales (Figura 56). El aumento de la 

motilidad celular es responsable de la formación de nuevas neuritas y nuevos contactos 

sinápticos ya que se ha correlacionado con una mayor expresión de componentes sinápticos 

(O'Malley y col., 2007). Estos resultados estarían en sintonía con nuestros resultados previos 

donde se observó una mayor expresión de sinaptofisina en neuronas primarias tras el tratamiento 

con leptina (Figura 51).  

 

Tras prolongar el tratamiento hasta 36 horas se observó una disminución de la longitud de las 

neuritas en neuronas corticales (Figura 55) e hipocampales (Figura 57) tratadas con el péptido 

Aβ-42 oligomerizado, coincidiendo con resultados previos (Abad y col., 2006), y que la leptina 

era capaz de revertir estas alteraciones en el tratamiento conjunto de ambas moléculas al 

restablecer estos niveles hasta valores normales (Figuras 55 y 57) poniendo de manifiesto el 

papel neuroprotector de la leptina frente a la toxicidad ejercida por el péptido amiloide. Este 

resultado se correlacionaría con el de un estudio muy reciente donde los autores observaron que 

la leptina protegía frente a la muerte celular inducida por Aβ en cultivos primarios de neuronas 

(Doherty y col., 2013). 

 

 18 horas de tratamiento 36 horas de tratamiento 

Neuronas corticales   
Leptina (100 nM)    Neuritas secundarias 

 
    = 

Aβ-42 (5 µg/ml) = 
 

Neuritas totales, primarias y    
secundarias 

Leptina + Aβ-42    Neuritas secundarias 
 

     = 

Neuronas hipocampales   
Leptina (100 nM)    Neuritas secundarias 

 
     = 

Aβ-42 (5 µg/ml) = 
 

      Neuritas totales 

Leptina + Aβ-42    Neuritas secundarias 
 

     = 

 
Tabla 16. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de longitud de neuritas en cultivos primarios de 
neuronas. Las flechas indican una disminución (  ), un aumento (  ) de la longitud de neuritas frente a neuronas 
control. = no cambios significativos. 
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En resumen, en nuestro estudio la leptina por si sóla no tuvo efectos tróficos globales sobre el 

crecimiento neurítico de las neuronas, aunque tras 18 horas de tratamiento promovió la 

proyección de neuritas secundarias y tras el tratamiento más largo de 36 horas rescató a las 

células de los efectos tóxicos del Aβ. En la tabla 16 se esquematizan los resultados obtenidos en 

los experimentos in vitro de análisis de longitud de neuritas. 

4. Efectos neuroprotectores de la leptina 

En este trabajo se encontró que el proceso de neurodegeneración, evaluado mediante el 

ensayo con Fluoro-Jade B, que tiñe exclusivamente neuronas en proceso de degeneración 

(Schmued y Hopkins, 2000), se reducía a nivel del giro dentado del hipocampo en los ratones 

APP/PS1 tratados con el HIV-leptina (Figura 58), aunque sin llegar a reducir la muerte celular, 

tal y como se observó tras los ensayos de detección de muerte celular (Figura 60B) y Western-

blot de caspasa-3 (61C y D). Este hecho es especialmente importante en el contexto del proceso 

de neurogénesis que hemos estudiado y podría explicar el hecho de que en la EA la capacidad 

reparadora vía neurogénesis es limitada, como seguidamente discutiremos. Sin embargo, el 

tratamiento con HIV-leptina sí fue capaz de reducir la muerte celular determinada en la corteza 

de los ratones APP/PS1 (Figura 60A y 61A y B). El efecto neuroprotector de la leptina frente al 

Aβ-42 en un modelo in vitro utilizando neuronas corticales primarias y mediado por la 

regulación de la vía STAT3, se ha descrito muy recientemente (Doherty y col., 2013). En nuestro 

trabajo el efecto neuroprotector de la leptina parece estar mediado por la regulación sobre la 

expresión de la caspasa-3. Este resultado esta en consonancia con estudios previos en modelos de 

Parkinson inducido por el tratamiento con 6-OHDA utilizando cultivos de neuronas 

dopaminérgicas, donde también se observó una reducción en la activación de la caspasa-3 tras la 

administración de leptina (Weng y col., 2007). Adicionalmente, también se ha descrito la 

capacidad neuroprotectora de la leptina mediante la disminución de la actividad de la caspasa-3 

en un modelo de lesión medular (Fernandez-Martos y col., 2012). 
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5. Efectos neurogénicos de la leptina 

En el presente estudio, se ha puesto en relieve la capacidad de la leptina para aumentar la 

neurogénesis tanto in vivo, en el modelo animal de amiloidosis APP/PS1, como in vitro en 

neuronas primarias corticales.  

 

Aunque a una tasa no muy elevada, se ha descrito la existencia de neurogénesis en el cerebro 

adulto durante la senescencia (Kuhn y col., 1996). Además, el cerebro retiene la capacidad de 

regular la neurogenesis a traves de diferentes mecanismos (Kempermann y col., 2002) y en 

condiciones como las que tienen lugar en la EA, la capacidad del cerebro para movilizar nuevas 

neuronas supone una nueva estrategia en la terapia de recambio celular. El proceso de 

neurogénesis en el adulto puede suponer un mecanismo natural de defensa frente a la 

neurodegeneración existente en la EA. Sin embargo, una neurogénesis incrementada puede no 

ser suficiente para compensar los cambios patológicos progresivos que ocurren en la EA (Jin y 

col., 2004), por lo que una estimulación de la neurogénesis podría suponer una nueva estrategia 

de terapia para el tratamiento de la EA. 

 

La neurogénesis es un proceso que puede ser estimulado mediante factores fisiológicos, 

como es el caso de factores de crecimiento, o mediante procesos patológicos entre los que se 

incluye la neurodegeneración. Estudios in vivo e in vitro han mostado que la leptina es capaz de 

estimular la neurogénesis hipocampal en términos de aumento de la proliferación celular (Garza 

y col., 2008). Adicionalmente, otras investigaciones han mostrado que la leptina favorece el 

aprendizaje espacial y la memoria (Farr y col., 2006; Oomura y col., 2006) y produce efectos 

similares a los antidepresivos (Lu y col., 2006; Lu, 2007). 

 

En nuestro modelo experimental in vivo se observó que la administración icv del lentivirus 

HIV-leptina durante 1 mes incrementaba ligeramente, aunque sin alcanzar la significación 

estadística, la proliferación celular en el giro dentado del hipocampo (Figura 63A y B), lugar 

asociado con la neurogénesis e implicado en la patologia de la EA. Además, tras la extensión del 

tratamiento de leptina hasta 3 meses se observó un incremento significativo de la proliferación 

celular (Figura 63C y D). Adicionalmente se demostró que esta estimulación de la proliferación 
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implicaba a progenitores neuronales hipocampales mediante un ensayo de inmunofluorescencia 

utilizando un anticuerpo específico anti-DCX (Figura 64). Estos hallazgos son consistentes con 

los resultados obtenidos en el estudio de Garza tras un tratamiento crónico de 14 días de leptina 

(Garza y col., 2008). En este estudio, los autores analizaron los cambios en el número total de 

células positivas para BrdU tras 1, 5 y 14 días de tratamiento con leptina mediante inyecciones 

diarias intraperitoneales de la proteína (1 mg/Kg). Ellos observaron una tendencia hacia la 

disminución del número de células BrdU positivas en el giro dentado de los animales control 

confome se alargaba el tratamiento en el tiempo. Un resultado similar fue encontrado en el 

estudio de Nakagawa donde el número de células Brdu positivas en el giro dentado de animales 

control parecía reducirse tras un tratamiento crónico de 14 días del vehículo al compararlo con el 

tratamiento corto de 1 día (Nakagawa y col., 2002). Este hecho contrasta con nuestro estudio 

donde encontramos una tendencia al aumento de proliferación celular al prolongar el tratamiento 

de 1 a 3 meses (Figura 63). Debido a que está demostrado que el estrés y las hormonas 

relacionadas con el mismo disminuyen la proliferación celular en el giro dentado del hipocampo 

(Pham y col., 2003; Wong y Herbert, 2006), es posible que el procedimiento usado por los el 

grupo de Garza, que implicaba repetidas inyecciones intaperitoneales, pueda haber sido 

estresante para los animales resultando en supresión o al menos reducción de la proliferación 

celular. Para evitar los efectos inductores de estrés sobre la neurogénesis, en nuestro estudio se 

utilizó un vector lentiviral como vía alternativa para la administración de leptina.  

 

En el estudio de Garza y colaboradores (Garza y col., 2008) el efecto de la leptina sobre el 

proceso de neurogénesis era en términos de proliferación celular, ya que la leptina no produjo 

efectos significativos sobre la diferenciación celular. A diferencia de los resultados de estos 

estudios donde la leptina no mostró efectos significativos en la supervivencia celular, en nuestro 

trabajo, como mencionamos anteriormente, se observó una reducción significativa de la 

degeneración neuronal en el giro dentado del hipocampo (Figura 58). Este resultado es 

particularmente importante porque el microambiente que se desarrolla en el cerebro de pacientes 

con EA puede ser tóxico para las neuronas (Rapoport y col., 2002) y puede constituir un factor 

importante en la progresión de la pérdida neuronal que se observa con frecuencia en enfermos de 

EA (Hardy y Selkoe, 2002). Esta puede ser una de las razones por las cuales en la EA existe una 

limitación en la capacidad de reparación mediante la vía de la neurogénesis.  
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Recientemente se ha demostrado que una infusión crónica de leptina vía icv, protege a las 

neuronas hipocampales de la muerte celular (Guo y col., 2008). En nuestro modelo experimental 

la administración icv de HIV-leptina no produjo efectos significativos sobre la muerte celular a 

nivel del hipocampo, sin embargo sí fue capaz de reducir la degeneración de las celular del giro 

dentado (Figura 58). Nuestros resultados sugieren que la leptina tendría una importante acción 

dual: en primer lugar estimularía la proliferación de progenitores neuronales y en segundo lugar 

induciría la reducción de la degeneración celular inducida por Aβ, especificamente en el giro 

dentado del hipocampo, región principalmente implicada en los procesos de neurogénesis y 

memoria (Saab y col., 2009). Estos datos refuerzan el papel potencial de la leptina sobre la 

modulación de los procesos de la memoria. 

 

Resumiendo, nuestros resultados in vivo indican que la leptina aumenta la proliferación de 

nuevas neuronas en el giro dentado en un modelo animal de amiloidosis, lo que podría contribuir 

al mantenimiento de las funciones hipocampales, incluyendo memoria, aprendizaje y regulación 

del estado de ánimo (Shors, 2008). 

 

Utilizando un modelo experimental in vitro en cultivos de neuronas corticales tratados con 

Aβ y leptina a diferentes tiempos, hemos tratado de reproducir similares situaciones patológicas 

que tienen lugar in vivo en los ratones APP/PS1. Este tipo de modelo in vitro utilizando neuronas 

corticales de embriones de rata ha sido usado previamente para el estudio de la neurogénesis 

inducida por diferentes factores tróficos, como el factor de crecimiento de endotelio vascular 

(VEGF: Vascular endothelial growth factor) (Jin y col., 2002b), el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF: Epidermal growth factor) (Jin y col., 2002a) o la eritropoyetina (Osredkar y 

col., 2010). Tras realizar los diferentes ensayos de proliferación y diferenciación celular 

encontramos unos resultados equiparables a los obtenidos in vivo, que nos ayudan a comprender 

el desarrollo y evolución de los cambios patológicos que tiene lugar en la EA. Por una parte, y 

como era previsible (Garza y col., 2008), la leptina indujo un importante efecto proliferativo y 

diferenciador en cultivos primarios de neuronas corticales tras 72 horas de tratamiento (Figura 65 

y 66), mientras que el Aβ per se no produjo ningún efecto significativo (Figura 65 y 66), siendo 

este hecho comparable a los resultados in vivo obtenidos previamente (Figura 63), donde no se 

observaron diferencias en la tasa de proliferación entre ratones APP/PS1 y controles no 
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transgénicos. Sin embargo, tras la administración conjunta de Aβ y leptina a los cultivos 

neuronales durante 7 días, lo que reproduciría el modelo de ratón APP/PS1 tratado con el 

lentivirus HIV-leptina, se observó un incremento en la tasa de proliferación de progenitores 

neuronales (identificadas como células doblemente marcadas para BrdU y DCX, BrdU-DCX+) 

(Figura 68B). Tras 7 días también se observó un ligero aumento de la proliferación celular 

(BrdU+) por parte de la leptina, aunque no llegó a ser significativo (Figura 68A). 

Adicionalmente, se observó que el número de células doblemente marcadas para BrdU y βIII-

tubulina (BrdU-βIII-tubulina+) disminuía tras el tratamiento con Aβ, y los valores normales se 

restablecían tras el tratamiento conjunto con leptina (Figura 68D). La βIII-tubulina es un 

marcador de neuronas en los primeros estadíos de desarrollo (Curtis y col., 2003), pero en un 

estadío superior a las DCX positivas y su co-marcaje con BrdU sería un indicador de la 

supervivencia de las células que se habían generado de novo tras el estímulo de la leptina. 

 

Es importante mencionar que en los estudios de proliferación también se identificaron células 

doblemente marcadas para BrdU y GFAP (Figura 67), indicando la existencia de células GFAP 

positivas que estaban proliferando en nuestros cultivos primarios, ya que, aunque optimizados 

para su enrequecimiento en neuronas, contienen una pequeña población de células positivas para 

GFAP, como se ha descrito previamente (Jin y col., 2002b), que corresponde a una población de 

células astrogliales. 

 

En el tratamiento largo de 14 días no se observaron diferencias significativas en términos de 

proliferación celular (Figura 69A), sin embargo los efectos tóxicos del tratamiento prolongado 

con el péptido amiloide produjeron una disminución significativa del número de células 

doblemente marcadas para BrdU y βIII-tubulina tanto en el grupo tratado sólo con Aβ, como el 

grupo tratado con Aβ (Figura 69B), indicando que la supervivencia de las neuronas que se habían 

generado de novo en los cultivos se estaba viendo comprometida, y la leptina no tuvo efectos 

sobre la supervivencia celular tras prolongar los tratamiento hasta 14 días. En estos hallazgos 

también tenemos que tener en cuenta el envejecemiento de las células neuronales que han 

permanecido en cultivo durante 3 semanas y con baja cantidad de recursos nutricionales (2% 

B27).  
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En la tabla 17 se resumen los efectos de cada uno de los tratamientos en cada uno de los 

tiempos sobre la proliferación y diferenciación celular en cultivos primarios de neuronas. 

 

 3 días 7 días 14 días 

Leptina (100 nM)    

BrdU+ 

 

  (control) = = 

BrdU-DCX+ 

 

  (control) = = 

BrdU-βIII-tubulina+ 

 

NA = = 

Aβ-42 (5 µg/ml)    

BrdU+ 

 

= = = 

BrdU/DCX+ 

 

= (leptina) = 

BrdU- βIII-tubulina+ 

 

NA (leptina) = 

Leptina + Aβ-42    

BrdU+ 

 

= = = 

BrdU-DCX+ 

 

= (Aβ-42) 

 

= 

BrdU-βIII-tubulina+ 

 

NA = = 

 

Tabla 17. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de proliferación y diferenciación celular en 
cultivos primarios de neuronas. Las flechas indican una disminución (   ) o un aumento (   ), respecto al grupo que se 
indica entre paréntesis, en la proliferación o diferenciación celular. = no cambios significativos. NA: no analizado. 

  

Por tanto, la capacidad de la leptina de estimular la proliferación de precursores neuronales, 

junto con su carácter neuroprotector, sería de especial importancia en enfermedades 

neurodegenerativas, incluída la EA, caracterizadas por alteraciones en el proceso de 

neurogénesis y por una importante tasa de pérdida neuronal. A pesar del cada vez más 

controvertido papel del Aβ en la EA, su carácter neurotóxico es incuestionable. Un ejemplo lo 
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encontramos en un reciente trabajo donde se describe como la inmunoterapia de Aβ produce una 

estimulación de la neurogénesis (Biscaro y col., 2009). Teniendo en cuenta la capacidad de la 

leptina de reducir la acumulación cerebral de Aβ (Figura 39), también esperaríamos un efecto 

positivo sobre el proceso de neurogénesis. Por lo tanto, los hallazgos obtenidos en este trabajo 

ponen de manifiesto los diversos efectos tróficos de la leptina y su potencialidad en el 

tratamiento de la EA. 
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 

 

1. La inyección icv del lentivirus que expresa leptina recombinante es una vía eficaz para la 

administración de leptina a nivel del SNC en el modelo transgénico murino APP/PS1. La 

infección resultante provocó la modulación de STAT3, una de las vías de señalización de la 

leptina. 

 

2. Utilizando esta técnica de terapia génica, administrando el lentivirus HIV-leptina por vía icv 

a ratones APP/PS1 durante 3 meses, se revierten una serie de alteraciones patológicas 

características de la EA: 

 

2.1. El tratamiento crónico con leptina durante 3 meses reduce los déficits cognitivos de los 

ratones transgénicos APP/PS1 con respecto a los tratados con el vector vacío HIV-vv. 

 

2.2. La leptina disminuye la carga amiloide en los ratones APP/PS1 posiblemente debido a 

una disminución de los niveles de expresión de la enzima BACE1 tanto en corteza como 

en hipocampo. 

 

2.3. La leptina actúa sobre la respuesta inflamatoria modulando la actividad de la microglía 

en cultivos primarios de microgliales y disminuyendo la astrogliosis general y la 

asociada a las placas amiloides en la corteza de ratones APP/PS1. 

 

2.4.  El porcentaje de sinapsis en espinas en la región CA1 del hipocampo está disminuido en 

los ratones APP/PS1 con respecto a los controles no transgénicos. La leptina rescata de 

las alteraciones sinápticas inducidas por el Aβ al observar una disminución de la 

expresión de caspasa-3, y un aumento de la proteína sináptica sinaptofisina en 

sinaptosomas de corteza e hipocampo de ratones APP/PS1. 

 

2.5. El efecto de la leptina sobre la expresión de sinaptofisina implica la activación de la vía 

de señalización STAT3. 
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2.6. La leptina bloquea el efecto tóxico del Aβ sobre el crecimiento neurítico en neuronas 

corticales e hipocampales, restaurando la longitud de las neuritas. 

 

2.7. Tras 3 meses de tratamiento con HIV-leptina observamos una disminución de la 

degeneración celular en el hipocampo y una disminución de la muerte celular, asociada a 

la expresión de caspasa-3, en corteza de los ratones APP/PS1. 

 

2.8. La leptina aumenta la proliferación de progenitores neurales tanto in vivo en ratones 

APP/PS1 tras 3 meses de terapia génica con HIV-leptina, como in vitro en cultivos 

primarios de neuronas tras 72 horas de tratamiento. 

 

 

Y como conclusión final: 

 

La leptina administrada via terapia génica en este estudio ha demostrado ser un potencial 

agente terapéutico ejerciendo diversos efectos neuroprotectores sobre los eventos patológicos 

característicos de la EA. La modulación de la plasticidad sináptica, asociada a los niveles 

cerebrales de Aβ, así como la implicación de la gliosis, podrían ser los efectores directos de la 

leptina.  
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consecuencia de parte de los resultados de este trabajo, así como un 
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Increasing evidence has implicated megalin, a low-density lipoprotein receptor-related protein, in the

pathogenesis of Alzheimer's disease (AD). In the brain, megalin is expressed in brain capillaries, ependymal

cells and choroid plexus, where it participates in the clearance of brain amyloid β-peptide (Aβ) complex.

Recently, megalin has also been detected in oligodendrocytes and astrocytes. In this study we demonstrate

that megalin is widely distributed in neurons throughout the brain. Additionally, given that FE65 mediates

the interaction between the low density lipoprotein receptor-related protein-1 and the amyloid precursor

protein (APP) to modulate the rate of APP internalization from the cell surface, we hypothesize that megalin

could also interact with APP in neurons. Our results confirm that megalin interacts with APP and FE65,

suggesting that these three proteins form a tripartite complex. Moreover, our findings imply that megalin

may participate in neurite branching. Taken together, these results indicate that megalin has an important

role in Aβ-mediated neurotoxicity, and therefore may be involved in the neurodegenerative processes that

occur in AD.

© 2010 Published by Elsevier Inc.

Introduction

Megalin, also known as low density lipoprotein-related protein-2

(LRP2) and glycoprotein 330, is the largestmember of the low-density

lipoprotein receptor (LDLR) family. Megalin expression was first

detected in various absorptive epithelial cells throughout the body,

such as the kidney and the intestinal brush border. In the central

nervous system, megalin was initially described in brain capillaries,

ependymal lining of the ventricular walls and choroid plexus (Chun et

al., 1999; Kounnas et al., 1994; Zheng et al., 1994), and later in neural

progenitors in embryonic mouse spinal cord (Wicher et al., 2005), and

postnatal mouse spinal cord oligodendrocytes (Wicher et al., 2006).

More recently, megalin has been described in cultured astrocytes

(Bento-Abreu et al., 2008) and neurons (Ambjørn et al., 2008; Chung

et al., 2008; Fleming et al., 2009).

Megalin binds and internalizes a number of ligands that represent

a wide variety of molecules, including lipoproteins, hormones,

vitamin-binding proteins, drugs, and immunorelated proteins

(Hjälm et al., 1996; Moestrup and Verroust, 2001). Since many are

involved in neuroprotection, they are considered potential new

targets in AD research (Birn, 2006; Carro et al., 2005; Christensen and

Birn, 2002; Dietrich et al., 2008; Moestrup and Verroust, 2001).

In the brain, megalin participates in endocytosis and transport of

amyloid β-peptide (Aβ) complex across the blood–cerebrospinal fluid

barrier at the choroid plexus (Carro et al., 2005; Zlokovic et al., 1996), and

the blood-brain barrier (Deane et al., 2004;Hammad et al., 1997; Zlokovic

et al., 1996). This process involves the interactionofmegalin's cytoplasmic

tail domain with several adaptor and scaffold proteins (Biemesderfer,

2006;Mayet al., 2003), includingDab2,MAGI-I, GIPC,ANKRA,MegBP, and

ARH (Bonifacino and Traub, 2003; Jaeger and Pietrzik, 2008). The adaptor

protein FE65 has been shown tomediate the interaction between another

member of the LDLR superfamily, the LRP1, and the amyloid precursor

protein (APP) (Cam and Bu, 2006; Pietrzik et al., 2004; Yoon et al., 2005).

Due to the growing evidence that megalin expression in the central

nervous system is not restricted to tight-junction epithelia, but is also

expressed in neurons, the objective of our study was to assess the

expression ofmegalin in different subpopulations of neurons, explore the

interaction between megalin, APP and FE65, and discuss its possible

functional role in the central nervous system.

Results

Megalin expression in neurons

WB of neuronal cells and choroid plexus proteins showed a

megalin signal consistent with its reported size in primary
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hippocampal and cortical neuronal cell cultures (Fig. 1a). Single

immunofluorescence using three different megalin antisera showed

that in cultured neurons, megalin immunoreactivity appears as a

punctate labeling throughout the neuronal cytoplasm, but mainly

within cell bodies and proximal neurites (Fig. 1b). Double immuno-

fluorescence experiments confirmed megalin expression in primary

Fig. 1. Megalin expression inmouse brain. (a) Representative western blots showingmegalin levels in choroid plexus (cp), cerebral cortex, and hippocampus (hip) lysates. Observe how β-III

tubulin levels remained unchanged. (b) Microphotograph of primary hippocampal neuronal cell cultures showing an intensemegalin immunostaining of the soma and neurites usingmouse

(left image), goat (middle image), and rabbit (right image) anti-megalin antisera. Scale bars=10 μm. (c) Merged confocal images showing that megalin (in red) and β-III tubulin (in green)

colocalize abundantly in primary hippocampal (left image), cortical (middle image), and olfactory bulb (right image) neuronal cell cultures. Scale bars=20 μm. (d) Gel image of a competitive

RT-PCR for megalin. Lanes: (1) olfactory bulb, (2) kidney, (3) hippocampus, (4) frontal cortex, (5) astrocytes, (6) choroid plexus, and (7) negative control. (e) Representative immunoblots

showing no expression of megalin in primary cortical astrocyte cultures while GFAP levels remained unchanged. (f) Double-immunofluorescence for megalin (in red) and GFAP (in green) in

primary cultured cortical astrocytes. Megalin labeling was completely absent, as shown by the lack of red immunofluorescence in the image. Scale bars=20 μm. (g) Confocal images showing
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olfactory bulb (left image), cortical (middle image) and hippocampal

(right image) cultured neurons (Fig. 1c). Pre-adsorption of megalin

antiserum with the cognate peptide abolished megalin staining

(Supplementary Fig. 1a and b).

RT-PCR carried out in primary olfactory bulb, cortical and

hippocampal neuronal cell cultures, and in choroid plexus epithelial

cell cultures confirmed these findings (Fig. 1d). Kidney tissue was

used as a positive control. No amplicons were obtained from negative

control reactions lacking the cDNA template (Fig. 1d). Murine

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH), a constitu-

tively expressed gene, which was amplified simultaneously, was used

as internal control (Supplementary Fig. 1d). WB assays ruled out

megalin expression in astrocytes, since megalin was barely detectable

in these cells (Fig. 1e). Moreover, no colocalization was observed

Fig. 2. Megalin immunoreactivity in mouse brain detected using light and fluorescence microscopy. (a) Microphotographs of peroxidase-stained brain sections showing megalin

immunoreactivity in the hippocampus (upper panel), cerebral cortex (middle panel) and cerebellum (lower panel). Intensely megalin-labeled neuronal cell bodies can be seen in the

CA1 layer and dentate gyrus (Dgy) of the hippocampus, and also scattered throughout several layers of the cerebral cortex (Cx, black arrows) and in the Purkinje cell layer (Pkl) of the

cerebellum (black arrows). At higher magnifications (images on the right) megalin immunoreactivity is typically seen as a dark brown punctate aggregate distributed mainly within

the soma, surrounding the nucleus, such as in the cerebral cortex (Cx; middle panel, right image). On some regions, such as the pyramidal layer (Pyl) neurons of the hippocampus

(upper panel; right image) megalin immunoreactivity can be seen filling the proximal neurites. Scale bars=50 μm. (b) Confocal images showing colocalization of megalin (red) and

β-III tubulin (green) in cerebral cortex (Cx; left image), and cerebellar Purkinje layer (Pkl; right image) neurons (white arrows, DAPI-stained nuclei). Megalin immunoreactivity is

308 X. Alvira-Botero et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 45 (2010) 306–315
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between GFAP and megalin in double immunofluorescence experi-

ments in primary cultured cortical astrocyte (Fig. 1f) or fixed brain

tissue (Fig. 1g).

In fixed mouse brain tissue sections processed for light microsco-

py, megalin was observed in neurons of many structures throughout

the rostro-caudal axis of the brain. Areas showing an intense neuronal

megalin labeling included the hippocampus (Fig. 2a, upper panel),

limbic cortices (middle panel), and cerebellum (bottom panel). In

these structures, megalin immunoreactivity was seen as a finely and

homogeneously dispersed punctate precipitate contained within the

soma or dispersed throughout the neuropil (black arrows, middle and

bottom panels).

Double immunofluorescence experiments showed that megalin

and β-III tubulin colocalized in several structures, including the

cerebral cortex and cerebellum, in agreement with the light

microscopy results (Fig. 2b). Corresponding negative controls were

prepared by substitution of the primary antibody with 10% normal

goat serum in PBS (Supplementary Fig. 1c).

Electron microscopy was used to confirm and describe the

subcellular localization of megalin within different cell types in the

cerebral cortex and hippocampus using colloidal gold (Fig. 3) and

immunoperoxidase (Fig. 4). Megalin immunoreactivity was detected

inmany cellular and subcellular elements of the fronto-parietal cortex

(Figs. 3a–e, and 4) and hippocampus (Fig. 3f–i), including dendrites,

axon terminals, and myelinated and unmyelinated axons. As

expected, based on results from previous studies (Wicher et al.,

2005), megalin immunoreactivity was abundant in oligodendrocytes

(Fig. 3e, f). Within profiles, immunogold particles were seen near the

plasma membrane or distributed throughout the cytoplasm, in many

cases bound to intracellular organelles such as endocytic vesicles and

pre-synaptic density (Fig. 3c, d). Immunoperoxidase experiments

confirmed megalin immunoreactivity in several cellular and subcel-

lular profiles. Megalin labeling was seen as an electrondense

precipitate either dispersed throughout the cytoplasm (Fig. 4a, b, d),

aggregated within tubulovesicular organelles (Fig. 4c) or surrounding

endocytic and synaptic vesicles (Fig. 4d, e).

Fig. 3. Electron micrographs showing megalin immunoreactivity in the fronto-parietal cortex (a–e) and hippocampus (f–i) of the mouse, detected using colloidal gold. Gold particles (black

arrow-heads) corresponding to megalin immunoreactivity were observed in numerous elements of the neuropil, including dendritic spines (a), lamellae of a myelinated axons (b, d, g), axon

terminals (c), transport vesicles (d),medium-size dendrites (h) and small unmyelinated axons (i).Megalin immunoreactivity seemedespecially abundant in oligodendrocytes of both the cortex

(e) andhippocampus (f). Scale bars=0.2 μm.Abbreviations formegalin-immunoreactive profiles: D-mg: dendrite; Sp-mg: dendritic spine;My-mg:myelinated axon;Oli-mg: oligodendrocyte;

T-mg: axon terminal; Umy-mg: unmyelinated axon.

309X. Alvira-Botero et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 45 (2010) 306–315



Megalin complexes with APP and FE65

One of our study hypothesis is that megalin interacts with APP

mediated by FE65, resulting in the formation of a trimeric complex. To

test this hypothesis we first studied the presence of megalin-APP and

megalin-FE65 complexes. As expected, on the basis of published

reports, megalin-FE65 and megalin-APP complexes were immuno-

precipitated from primary hippocampal neuronal cells (Fig. 5a).

Reciprocally, APP co-immunoprecipitated with FE65 as well as with

megalin (Fig. 5b). Finally, FE65-megalin and FE65-APP complexes

were also detected in these cells (Fig. 5c), thereby confirming our

working hypothesis. Confocal microscopy showed colocalization of

megalin with APP (Fig. 5d, left image) and FE65 (Fig. 5d, middle

image), and of APP with FE65 (Fig. 5d, right image).

To further confirm these interactions we performed FRET experi-

ments. Fig. 6 shows representative sets of spectrally unmixed images

(APP, FE65, and megalin) taken from primary hippocampal neuronal

cell cultures before and after photobleaching of the acceptor. Images

of FE65 (Fig. 6a and b) andmegalin (Fig. 6c) show an increase in donor

emission after photobleaching that only occurred in the cell region

exposed to the photobleach (see also the pseudo-colored intensity

images). Fig. 6 also provides the averaged relative FRET efficiency

value for coexpression of APP, FE65, and megalin in the bleached area

of the cells, and their respective controls (average relative FRET

efficiency in non-photobleached areas).

Given that our results indicate that megalin binds to APP and FE65,

we propose that this trimeric complex also regulates neurite

branching in a fashion similar to that described by Ikin et al (2007)

for the APP/FE65/Mena complex. Hippocampal neurons were

transfected with HIV-siMegalin, and control cells were transfected

with an empty vector. In vitro interference of neuronal megalin

decreased the neuronal content of megalin (Fig. 7a), and led to a

significant increase in neurite branching (69.74±3.29 μm to 182.57

±4.91 μμm; pb0.05) (Fig. 7b).

Discussion

Three major observations can be drawn from our study: (1) that

megalin is expressed in adult neurons, (2) that megalin interacts with

FE65 and APP, suggesting the formation of a tripartite complex, and

that (3) megalin may be involved in neurite branching.

Megalin is a LDLR involved in endocytosis and transport of Aβ

complex across the blood barrier at the choroid plexus (Carro et al.,

2005; Zlokovic et al., 1996) and brain endothelial cells (Deane et al.,

2004; Hammad et al., 1997; Zlokovic et al., 1996). However, megalin

expression is not restricted to the blood-brain barrier, but is also

expressed in retinal ganglion cells (Fitzgerald et al., 2007), cultured

astrocytes (Bento-Abreu et al., 2008), dorsal root ganglia neurons

(Fleming et al., 2009), cultured cerebellar granule neurons (Ambjørn et

al., 2008), and cultured cortical neurons (Chung et al., 2008). In

agreement with most of these findings, our results confirm megalin

expression in cultured and adult neurons. However, unlike Bento-

Abreu's (Bento-Abreu et al., 2008) study, our results do not support the

finding thatmegalin is expressed in astrocytes. Possible explanations for

this difference include that (1) cultures were obtained from different

brain areas; while Bento-Abreu's group used forebrain astrocytes, we

used cerebral cortex astrocytes; (2) the tissue we used was obtained

from ‘older’ newborns than those used by Bento-Abreu's group (3 to 5-

day newborns compared with 1-day newborns), and as some studies

have demonstrated there is a progressive decrease in megalin

expression towards the end of the gestational period (Assémat et al.,

2005) andduringpostnatal brainmaturation, gradually decreasing from

day 4until the endof thefirst postnatalweek (Bento-Abreuet al., 2008);

and (3) the antiserum used to label megalin was different; we used a

Fig. 4. Electronmicrographs showingmegalin immunoreactivity in the fronto-parietal cortex of themouse, with the ABCmethod. Megalin immunoreactivity was observed in several

elements of the neuropil, such as oligodendrocytes (a), dendrites (a, b, d), neuronal somata (c), and axon terminals (e). Immunoperoxidase-labeled megalin is seen as an

electrondense precipitate that tends to cluster around tubular-vesicular organelles and synaptic vesicles (a, d, e; black arrow heads) or within secretory vesicles, such as in neuronal

somata (c; black arrow head). Megalin may also be seen dispersed through the cytoplasm, as in the dendrite in b. Scale bars=0.5 μm. Go: Golgi apparatus; N: nucleus. Abbreviations

megalin-immunoreactive profiles: D-mg: dendrite; Oli-mg: oligodendrocyte; So-mg: somata; T-mg: axon terminal.
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commercially available polyclonal goat-antibody from Santa Cruz

Biotechnology (Santa Cruz, CA) directed against an antigenic peptide of

approximately 20 amino acids mapping within the region of 4550–4600

aminoacidsof the rat'smegalinprotein. This sameantibodyhasbeenused

successfully by our group in previous studies (Carro et al., 2005).

As to megalin expression in neurons, Ambjørn et al. (2008) have

hypothesized that megalin expression in granular cerebellar neurons

is triggered by the stress induced during culturing. As far as we know,

megalin has not yet been detected in neurons of healthy, postnatal

brain. Our findings demonstrate that both megalin mRNA and protein

are expressed in adult brain neurons.

In the brain, megalin was first described in the choroid plexus and

blood vessels where, together with LRP1, it participates in Aβ clearance

(Carro et al., 2005;Deaneet al., 2004; Tanzi andBertram, 2005; Zlokovic et

al., 1996). In addition, several other functions have been attributed to

megalin in the central nervous system. In the adult rodent brainmegalin is

involved in insulin-like growth factor-I-mediated neuroprotection (Carro

et al., 2005). Megalin-deficient mice show profound neuro-developmen-

tal alterations (Spoelgen et al., 2005;Willnow et al., 1996), andmutations

in themegalin geneare associatedwithneurodegenerative disorders such

as the Donnai-Barrow syndrome (Kantarci et al., 2007), and probably AD

(Vargas et al., 2010). These data suggest that impairment in megalin

function or expression could be contributing to the pathogenesis of

neurological disorders. Thus, our results confirmingmegalin expression in

adult brain neurons indicate that this protein might play a key role in

central nervous system physiology.

Another member of the LDLR family, LRP1, binds APP to the

neuronal plasma membrane, where it is transported from early

secretory compartments to the cell surface and is then internalized

into endosomal/lysosomal compartments (Cam et al., 2004; Liu et al.,

2007; Waldron et al., 2008). LRP1 may contribute to APP trafficking

and metabolism through its ability to increase the rate of APP

internalization from the cell surface, an effect that is mediated by an

indirect interaction between APP and LRP1 in association with FE65

(Kinoshita et al., 2001; Pietrzik et al., 2004). FE65 binds to the

cytoplasmic domain of APP, where it modulates its processing and

trafficking (Cao and Südhof, 2001; Sabo et al., 2003; Sabo et al., 1999).

Several groups have demonstrated that these three elements – the

receptor (LRP1), the ligand (APP) and the adaptor protein (FE65) –

form a trimeric complex (Ikin et al., 2007; Jaeger and Pietrzik, 2008;

Pietrzik et al., 2004).

Megalin, like other members of the LDLR family, is expressed in

clathrin-coated pits that continually internalize ligands through

receptor-mediated endocytosis (Nagai et al., 2003). The selective

endocytic uptake of ligands is regulated by binding signals in the

cytoplasmic tails of receptors to adaptor proteins. The number of

signals and adaptor proteins that function along the endocytic

pathway, as well as the identification of novel interactions, is an

ever-expanding field of study (Bonifacino and Traub, 2003; Jaeger and

Pietrzik, 2008). Our study was designed to test the hypothesis that

megalin interacts with APP in neurons, using FE65 as an adaptor or

scaffold protein. Using confocal microscopy-based FRET techniques

we confirmed that APP and FE65 colocalized in neurons. Subsequent-

ly, using the same approach we demonstrated that megalin and FE65,

as well as megalin and APP, were in close proximity to each other.

These results support the hypothesis that FE65 links APP and megalin

forming a tripartite protein complex similar to that described for LRP1

(Pietrzik et al., 2004). We hypothesize that APP endocytosis involves

megalin binding to APP, and in this way modulates Aβ synthesis.

Previous studies have shown that a macromolecular complex

involving APP and FE65 acts as a negative regulator of neurite

branching (Ikin et al., 2007). In addition, axonal loss, synaptic

disconnection and aberrant neuritic sprouting correlate with demen-

tia in AD (Grutzendler et al., 2007). In vitro, cellular effects of Aβ

administration include cell death, disruption of synaptic transmission,

and stimulation of neurite branching (Walsh et al., 2002). Thedecrease

in neuronal expression of FE65 disrupts the formation of the APP/FE65

complex, and exacerbates neurite sprouting (Ikin et al., 2007). However,

other authors argue that LRP is the limiting factor in APP/FE65/LRP

complex formation (Pietrzik et al., 2004).

Based on our findings, we propose that the defective neuronal

sprouting which characterizes AD (Teter and Ashford, 2002) could

Fig. 5. APP, FE65 andmegalin interaction inprimary hippocampal neuronal cell cultures. Immunoblots showing that, in these cells,megalin co-immunoprecipitateswith FE65 andAPP (a),

that APP co-immunoprecipitates with FE65 and megalin (b), and that FE65 co-immunoprecipitates with APP and megalin (c). Note the absence of immunoprecipitation when primary

antibodies were omitted (NRS, normal rabbit serum). Neuronal cell lysates were run as a positive control for APP, megalin or FE65. IP: immunoprecipitation. MW:molecular weight. (d)

Confocal images showing colocalization of megalin with APP (left image) and FE65 (middle image), and of APP with FE65, as indicated by the orange-yellow color observed in all images

311X. Alvira-Botero et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 45 (2010) 306–315
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be partly and/or indirectly be mediated by megalin. A reduced

expression of megalin, which has been observed in patients with

AD (Dietrich et al., 2008), would be producing a decrease in APP

internalization and thereby an increase in Aβ secretion into the

extracellular space (Zhang and Xu, 2007), and neurite abnormalities

have been shown to be directly related to Aβ deposition (Lombardo et

al., 2003).

Conclusions

In conclusion, the results described herein demonstrate that

megalin is expressed in adult neurons, that it interacts with APP and

FE65, and that neurite branching may be associated with a reduced

expression of megalin. Our data argue in favor of an important role of

neuronal megalin in Aβ-mediated neurotoxicity. We propose that one

of the mechanisms that participate in the neurodegenerative

processes observed in AD involves a dysfunction in neuronal megalin.

Experimental methods

Antisera

Primary antibodies

Mouse monoclonal anti-β-III tubulin (1:1000; Millipore); mouse

monoclonal anti- Glial fibrillary acidic protein (GFAP; 1:1000; Sigma-

Aldrich); goat polyclonal anti-megalin (1:500; Santa Cruz Biotechnology,

Inc.); rabbit polyclonal anti-megalin (1:500; kind gift from Dr. Michele

Marino, Department of Endocrinology, University of Pisa, Italy); mouse

polyclonal anti-megalin (1:500; Abcam); rabbit polyclonal anti-APP

(1:1000; Sigma-Aldrich); goat polyclonal anti-FE65 (1:250; Santa Cruz

Biotechnology, Inc.); mouse monoclonal anti-tau Ab-2 (Clone TAU-5;

1:500;) (Thermo Fisher Scientific).

Secondary antibodies

Donkey anti-mouse IgG 488 (FluoProbes, Interchim), goat anti-

rabbit IgG 642 (FluoProbes, Interchim), and donkey anti-rabbit IgG

555 (1:1000; FluoProbes, Interchim); Texas Red goat anti-rabbit

(1:1000; Jackson Immunoresearch); chicken anti-goat IgG-Alexa 647

(Molecular Probes, Invitrogen); donkey anti-goat IgG-Alexa 488

(1:1000; Molecular Probes, Invitrogen); HRP-conjugated: goat anti-

mouse HRP-conjugated (Bio-Rad Laboratories); goat anti-rabbit HRP-

conjugated (1:10,000; Bio-Rad Laboratories); biotinylated donkey

anti-goat (1:400; Jackson Immunoresearch); colloidal gold-conjugat-

ed rabbit anti-goat 1 nm (1:50; Ted Pella).

Cell cultures

We carried out primary olfactory bulb, hippocampal and cortical

neuronal cell cultures, primary cortical astrocyte cultures, and primary

choroid plexus cell cultures as described previously (Carro et al., 2002;

Gonzalez de la Vega et al., 2001; Pons and Torres-Aleman, 2000).

Protein analysis

Western blots (WB) and immunoprecipitationswere performed as

described by Carro et al. (2002). WBmembranes were re-blotted with

the same antibody used for immunoprecipitation or with unrelated

proteins (β-III tubulin, GFAP) as internal standards, and to normalize

for protein load. Densitometric analysis was performed using ImageJ

software (NIH Image).

Immunocytochemistry

Cells were fixed for 30 min in cold 2% paraformaldehyde, washed

three times in phosphate buffer (PB) 0.1 M containing 0.5% Triton X-

100, blocked in PB containing 0.5% bovine serum albumin (BSA) for

1 h at room temperature, and incubated with primary antibodies

overnight at 4 °C. All primary antibodies were diluted in PB 0.1 M

containing 0.5% BSA and 0.5% Triton X-100. Images were captured

using a laser scanning microscope (LSM 510; Carl Zeiss, Inc.). The

specificity of the staining was tested by omitting primary antibodies.

Confocal microscopy and in vitro FRET analysis

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) measurements were

carried out in primary hippocampal neuronal cell cultures to investigate

the proximity betweenmegalin, FE65, andAPP at a nanometer scale. FRET

wasevaluatedusing theacceptorphotobleachingmethodusinga confocal

laser scanning microscope (LSM 510; Carl Zeiss, Inc.) equipped with a

Plan-Neofluar 100x/1.3 oil objective. A 488 nm laser was used to excite

the donor Alexa 488 at moderate laser power, and emissions were

detected using a 505–550 nm bandpass emission filter. Acceptor Alexa

555 was excited at 561 nm at moderate laser power, and emission was

detected using a 570 nm long-pass filter. For the acceptor photobleaching

method, the donor signal in defined regions of interest (ROI) were

bleached with a 561 nm light at 100% power for 50 iterations to ensure

N80% bleaching efficiency. The intensity in each ROI at 488 nm excitation

before and after the bleachwasmeasured. Similar calculationsweremade

in non-photobleached cells in the same culture. As negative control,

intensity was measured in cells incubated only with Alexa 488 and

bleached. As an additional negative control FRET efficiencywas evaluated

between megalin and tau Ab-2 (Clone TAU-5), since they are molecules

thatdonotbind toeachother (datanot shown). The intensityof at least 25

cells from at least three different experiments for each protein pair was

measured. FRET analysis was based on all pixels in the selected ROI. FRET

efficiencywascalculated fromthesummaryof thefluorescence intensities

from individual pixels by normalizing the difference of the donor post-

Fig. 7. (a) Representative immunoblots showing decreased megalin levels in primary

hippocampal neuronal cell cultures after viral infection with HIV-siMegalin (siMegal).

In contrast, levels of the unrelated protein β-III tubulin remain undisturbed. MW:

molecular weight. (b) Bar graph showing how the average neurite length increased

significantly in siMegalin-treated neurons compared with controls (*pb0.05).

Fig. 6. FRET assay in primary hippocampal neuronal cell cultures. Sets of unmixed APP and FE65 (a), megalin and FE65 (b), and APP andmegalin (c) FRET signals taken before photobleaching

(images at the right of the panels) and after acceptor photobleaching (images at the left of the panels) of cultured neurons. The photobleached region is indicated by a white rectangle. Scale

bars=10 μm. Pseudocolored intensity images at the bottom of each panel (in blue) show the photobleached regions taken before and after bleaching. Scale bars=5 μm. Bar graphs show the

averaged FRET efficiency (%).
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and pre-bleach intensity by the post-bleach intensity according FRET all

algorithms implemented in the custom-developed FRETcalc plugin.

Immunohistochemistry

Immunofluorescence

Adult male C57 mice obtained from our inbred colony were used.

Animals were handled and cared for in accordance with the EU

directive 86/609/EEC. Immunofluorescence assays were carried out

as described previously by Carro et al. (2000). Fixed brains were cut

with cryostat at 50 μm and collected in PB 0.1 M at room temperature.

One series of sections was used for double-labeling experiments using

DAPI nuclear staining (Sigma-Aldrich) and cell phenotype markers.

Images were captured using a laser scanning microscope (LSM 510;

Carl Zeiss, Inc.).

Light and electron immunohistochemistry

Megalin immunoreactivity was assessed in 50–60 μm-thick coro-

nal tissue sections obtained from C57 mice. All animals were handled

and cared for in accordance the with EU directive 86/609/EEC. Slices

containing the fronto-parietal cortex and hippocampus were pro-

cessed for single-labeling immunohistochemistry using the avidin–

biotin-complex (ABC)method (for light and electronmicroscopy) and

the colloidal gold method (for electron microscopy), as previously

described by Garzón and Pickel (2002). For electron microscopy,

osmicated, resin-embedded cortical and hippocampal tissue sections

were ultrathin-cut before examination according to standard proce-

dures (Leranth and Pickel, 1989). Uranyl and lead-counterstained

ultrathin sections were analyzed under a Jeol JEM 1010 electron

microscope at 80 kV coupled to a digital camera (GATAN BioScan

Gatan Inc.). Light microscope images were taken with a DXM1200

Nikon digital camera using AnalySIS®3.1 (Soft Imaging System). See

Appendix for the detailed protocol.

Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNAwas isolated andpurified fromneuronal cells obtained from

the olfactory bulb, hippocampus and frontal cerebral cortex, astrocytes,

choroid plexus cell cultures, and frozen kidney tissue as positive control,

using Trizol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer's

instructions. cDNA was prepared from 1 μg of total RNA by Superscript

II reverse transcriptase (Applied Biosystems) according to the manufac-

turer's instructions, and then amplified by 40 cycles of PCR (95 °C for 30

seconds, 55 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min) using pairs of mouse

megalinmRNA-specificprimers: 5′-CCTTGCCAAACCCTCTGAAAAT-3′, and

5′-CACAAGGTTTGCGGTGTCTTTA-3′. PCR products were run on 1.5–2.5 %

agarose gels containing ethidium bromide and visualized under a UV

illuminator. Amplification of mouse megalin cDNA expected fragments

was confirmed by sequencing using an automated sequencer (Applied

Biosystems).

Lentiviral construction

Lentiviral vectors using a four-plasmid transfection system were

produced as described previously (Carro et al., 2005). To block

megalin expression, a small interfering megalin RNA (siRNA) was

ligated into the HIV-1 transfer vector between the Xhol/Sall sites as

described previously (Carro et al., 2005). An empty vector (without

insert) was used as negative control.

Neurite branching assessment

Fresh Dulbecco's modified Eagle's medium containing vector

particles (1 μg/ml of siMegalin plus empty vector) and 8 μL of

polybrene (Sigma-Aldrich) were added to the cultures and replaced

after 24 h (Carro et al., 2005). Cells were incubated for an additional

24 h, fixed with 2% paraformaldehyde, and labeled with an anti-β-III

tubulin antibody. Images were obtained using a Zeiss LSM 510 Meta

scanning laser confocal microscope (Leica Microsystems), and neurite

branching was assessed as described by Ikin et al. (2007). All clearly

identifiable neurites were measured using ImageJ software (NIH

Image). At least 100 neurons were examined per group.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Student's t test. Data are

presented as means±SEM.
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Abstract. Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease associated with senile amyloid-b (Ab) plaques,

neuronal death, and cognitive decline. Neurogenesis in the adult hippocampus, which is notably affected by progressive neu-

rodegeneration and Ab pathology, is implicated in learning and memory regulation. Human postmortem brains of AD patients

and AbPP/PS1 double transgenic mice show increased neurodegeneration. Leptin, an adipose-derived hormone, promotes neu-

rogenesis in the adult hippocampus, but the way in which this process occurs in the AD brain is still unknown. Thus, we sought to

determine if leptin stimulated the proliferation of neuronal precursors in AbPP/PS1mice.We estimated the number proliferating

hippocampal cells after intracerebroventricular administration of a lentiviral vector encoding leptin. After 3 months of treatment

with leptin we observed an increase in the number of BrdU-positive cells in the subgranular zone of the dentate gyrus, as shown

by morphometric analysis. This increase resulted mainly from an increased proliferation of neuronal precursors. Additionally,

leptin led to an attenuation of Ab-induced neurodegeneration, as revealed by Fluoro-Jade staining. Our results suggest that in

AbPP/PS1 mice, leptin exerts changes resembling acute neurotrophic and neuroprotective effects. These effects could serve as

the basis for the design of future treatment strategies in AD.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid-b, lentivirus, leptin, neurodegeneration, neurons

INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD), a common cause of

dementia [1], is a progressive neurodegenerative dis-

ease associated with dysfunction and eventual death

of neurons. A pathologic hallmark of AD is the forma-

tion of senile plaques, of which amyloid-b (Ab) is the

major component [2]. Increased Ab levels or plaques

in the brain may be the primary influence leading to

neuronal degeneration in patients with AD [1].
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28041-Madrid, Spain. Tel.: +34 91 390 8765; Fax: +34 91 390 8544;
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The hippocampus is a unique structure regarding

neurogenesis, as it continues to produce new neurons

throughout life [3]. In fact, the dentate gyrus of the hip-

pocampus is one of the main brain regions where adult

neurogenesis persists throughout life. Thus, one poten-

tial approach in the treatment of AD could involve the

use of endogenous neuronal precursors to replace lost

or damaged neurons, based on the ability of several

brain areas, including the dentate gyrus to generate

new neurons in the adult brain [4, 5].

Animal models have been useful in identifying

and characterizing injury-induced neurogenesis asso-

ciated with epilepsy [6], ischemic stroke [7, 8], and

Parkinson’s disease [9]. Functional neurons are also

ISSN 1387-2877/11/$27.50 © 2011 – IOS Press and the authors. All rights reserved
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generated in the adult human brain [10], and altered

neurogenesis has been reported in patients with Hunt-

ington’s disease [11], and AD [12].

Adult neurogenesis is regulated by physiological

and pathological events. In addition, pharmacologi-

cal interventions at any of the three main stages of

neurogenesis (cell proliferation, differentiation, and

survival) by using neurotrophins, growth factors, or

cytokines, have demonstrated to modulate adult neu-

rogenesis [13–16]. Leptin is an adipocyte-derived

cytokine that has been shown to increase the produc-

tion of new neurons in the adult dentate gyrus [17].

A recent literature review of leptin’s many actions

suggest that this pluripotent peptide holds promise

as a novel therapeutic tool for the treatment of AD

[18]. Leptin receptors are widely distributed in brain

areas related to emotional responses, such as the hip-

pocampus [19, 20].Many studies have provided further

evidence of leptin’s neuroprotective properties related

to leptin-mediated survival signaling in different types

of neurons [21–25].

Based on these findings, we examined the ther-

apeutic effects of leptin in adult amyloid-b protein

precursor/presenilin-1 (AbPP/PS1) mice, a transgenic

mousemodel ofAD, focusing on its ability to stimulate

cell proliferation and neuroprotection in the hippocam-

pus, and the possible differential response depend on

the area studied. Bigenic AbPP/PS1 transgenic mice

display both AD-like Ab neuropathology and cog-

nitive deficits, with a markedly accelerated amyloid

deposition [26]. In order to achieve a stable expres-

sion of leptin we used lentiviral vectors, which have

proven to be an excellent approach to modulate protein

expression [27–30].

MATERIAL AND METHODS

Lentiviral vectors

Lentiviral vectors were produced using a four-

plasmid transfection system, as described previously

[27]. A cDNA coding for mouse leptin was sub-

cloned in the XbaI-BamHI site of the pRRLsin18.

PPT.CMV.eGFP.Wpre transfer vector, with a small

segment of the viral hemagglutinin coat protein as

an epitope tag (HA). Packaging, purification and tit-

ter determination of the lentivirus were performed as

described previously [27]. In all experiments, controls

were infectedwith an empty human immunodeficiency

virus (HIV) vector.

Cell cultures

Primary neuronal cultures from the cerebral cortex

were obtained fromWistar rat embryos (E17) as previ-

ously described [20]. Cultures were kept at 37◦C in a

humidified atmosphere containing 5% CO2 for 7 days

prior to experimentation. Fresh Neurobasal™ media

(Invitrogen, Life Technologies) containing vector par-

ticles (1mg/mL) and 8mg/mL polybrene (Sigma) were

added to the cultures and replaced after 24 h, as previ-

ously described [27].

Animals

Six-month-old male double transgenic AbPP/PS1

mice, a cross between Tg2576 (overexpressing human

AbPP695) and mutant PS1 (M146L) mice were used.

Vector suspensions (2mL per mouse) were stereo-

taxically injected in each lateral ventricle (brain

coordinates are expressed as mm from bregma: 0.6

posterior, 1.1 lateral, 2 ventral) with a 10mL syringe at

a rate of 1mL/min. Empty vector-treated and leptin-

treated animals were assigned to two groups, and

were treated for 1 (5 AbPP/PS1 mice treated with

HIV-Leptin and 5 AbPP/PS1 mice treated with empty

vector), and 3 months (8 AbPP/PS1 mice treated

with HIV-Leptin and 8 AbPP/PS1 mice treated with

empty vector). Subsequently, animals received daily

intraperitoneal injections of BrdU (Sigma, St Louis,

MO) dissolved in 0.9% NaCl at dose of 50 mg/kg for

7 days. After either 1 or 3 months of treatment, ani-

malswere deeply anesthetized and sacrificed 24 h after

the last injection of BrdU. By immunohistochemical

examination, newly formed cells that survived up to

7 days were considered BrdU-positive (BrdU+). Ani-

mals were perfused transcardially either with saline

buffer for biochemical analysis, or 4% paraformalde-

hyde in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.4 for

immunohistochemical analysis. All animals were han-

dled and cared for according to the Council Directive

86/609/EEC of 24 November 1986.

Protein analysis

Western-blot (WB) assays were performed as

described previously [31]. Primary antibodies used

were: mouse monoclonal anti-HA (1 : 1000, Sigma),

and mouse monoclonal anti-bIII tubulin (1 : 10000,

Millipore). The secondary antibody was a goat anti-

mouse IgG, HRP-conjugated (1 : 10000, Bio-Rad

Laboratories).



R. Pérez-González et al. / Leptin-Induced Proliferation and Neuroprotection in AD 19

Immunohistochemistry

Fixed brains were cut on a vibratome (Leica

Microsystems) at 50mm, and tissue sections were

collected in cold PB 0.1M, and incubated overnight

with primary antibodies at 4◦C. All primary antibod-

ies were diluted in PB 0.1 M containing 0.5% bovine

serum albumin and 0.5% Triton X-100. Sections were

blocked by incubating for 15min in a solution con-

taining 10%methanol and 3% hydrogen peroxide. For

BrdU immunohistochemistry, DNA was denatured by

incubating tissue sections for 30min in 2 N HCl at

room temperature.

To detect Ab deposits, brain sections from AbPP/

PS1 mice were pre-incubated with 88% formic acid

and immunostained as previously described [31].

Primary antibodies usedwere:mousemonoclonal anti-

HA (1 : 500, Sigma), mouse monoclonal anti-BrdU

(1 : 20000,DSHybridomaBank), goat polyclonal dou-

blecortin (DCX; 1 : 250, Santa Cruz Biotechnology,

Inc.), and rabbit polyclonal anti-Ab (1 : 500, Milli-

pore). Secondary antibodies used were: donkey anti-

mouse IgG 488 (1 : 1000, FluoProbes®, Interchim),

donkey anti-goat IgG 488 (1 : 1000, FluoProbes®,

Interchim), and Texas Red goat anti-rabbit IgG

antibody (1 : 1000, Jackson Immunoresearch, West

Grove). Images were captured using a Zeiss LSM 510

Meta scanning laser confocal microscope (Carl Zeiss

Microimaging, GmbH). For stereological estimation

of BrdU+ cells, all sections were processed for single

BrdU immunohistochemistry using the avidin-biotin

complex method (VECTASTAIN Elite ABC Kit, Vec-

tor Laboratories, Burlingame, CA). The reaction was

visualized using 3,3′-diaminobenzidine (Vector Labo-

ratories) as the chromogen.

Morphometrical analyses were performed as

previously described [32]. The number of BrdU+

neurons within the hippocampus was counted using

light microscopy (Zeiss microscope; Carl Zeiss

Microimaging, GmbH) at a magnification of 40X.

Based on a modified stereological method [33],

BrdU+ were counted in one of every six sections

from rostral (2mm from bregma) to caudal (−4.3mm

from bregma). In addition, one series of sections was

used for double-labeling experiments using DAPI

nuclear staining (Sigma), and DCX (Santa Cruz

Biotechnology) as a marker of neuronal progenitor

cells [12, 32, 34]. The same areas and number of

sections were studied in all animals and experimental

groups. The specificity of the staining was tested

by omitting primary antibodies from the incubation

solution.

Fluoro-Jade B labeling

Fluoro-Jade B (Histochem, Jefferson, AR) staining

was carried out as described by Schmued and Hopkins

[35]. Briefly, paraformaldehyde-fixed brain sections

were mounted on 1.5% gelatin-coated slides, air-dried

overnight at room temperature and then for 30min

at 40ºC before staining. Sections were immersed for

5min in a solution containing 1% sodium hydroxide

in 80% alcohol, then for 2min in 70% ethanol, and

finally for 1min in distilled water. Sections were then

oxidized by immersion for 10min in 0.06% KMnO4,

under moderate shaking. After several rinses in dis-

tilled water, sections were incubated for 30min in

0.004% Fluoro-Jade-B dye in 0.1% acetic acid, rinsed

thoroughly in distilled water, and placed into a heater

set to 40ºC until the tissue was completely dry. Finally,

they were cleared in xylene and coverslipped using

D.P.X. mounting medium (Sigma).

One series of sections was used for double-labeling

experiments using rabbit anti-Ab and Fluoro-Jade B,

using the same method as described above, except that

sections were oxidized in 0.06% KMnO4 solution for

5min instead of 10min to avoid altering Ab labeling.

Fluoro-Jade B has been shown to stain degenerated,

but not healthy, neurons [35, 36].

Morphometrical analysis, using ImageJ software

(NIH Image), was done as described [33], and results

expressed as number of Fluoro-Jade B-positive cells

and plaques, and as brain area % covered with Fluoro-

Jade B labeling.

Statistical analysis

Results are expressed as means± standard error

of the mean (SEM). Student’s t test was used for

comparisons between groups. All calculations were

madeusing SPSS v15.0 software. Statistical signifi-

cance was set at p< 0.05.

RESULTS

Leptin delivery to AβPP/PS1 mice using

a lentiviral vector

As mentioned in the Methods section, we con-

structed a lentiviral (HIV) vector coding for leptin

(HIV-Leptin). The transfection efficiency was tested

in primary neuronal cultures of the cerebral cortex

by WB detection with an anti-tag antibody against

HA (Fig. 1A). Immunoreactivity against HA was
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A

B

Fig. 1. In vitro and in vivo transfection efficiency of HIV-Leptin. A) Western blots show overexpression of leptin in lysates from primary

neuronal cultures transfected with HIV-Leptin at a dilution of 10−2 and 10−3. Lentiviral efficiency was detected using an antibody directed

against HA. Note that levels of the unrelated protein b-III tubulin remained undisturbed after lentiviral transfection. Representative blots are

shown. B) Detection of HA (in green) after intracerebroventricular injection of HIV-Leptin in AbPP/PS1 mice at 1 and 3 months. Note the

absence of HA-staining in empty vector-treated AbPP/PS1 mice. DG: Dentate gyrus; vv: Void vector. Scale bars = 20mm.

used to determine the efficiency of HIV-Leptin in

AbPP/PS1 mice 1 and 3 months after intracerebroven-

tricular (i.c.v.) injection of vector suspensions. We

observed HA-positive (HA+) cells in hippocampus of

AbPP/PS1 mice 1 month after administration HIV-

Leptin (Fig. 1B, middle image), and they were still

detected 3 months after the injection (Fig. 1B, right

image).

Leptin increases proliferation of neuronal

progenitors in the hippocampus of AβPP/PS1 mice

Most BrdU+ nuclei were found in the inner part

of the granule cell layer in the dentate gyrus of the

hippocampus. Stereological counting of BrdU+ cells

showed that HIV-Leptin treatment for 1month induced

an increased tendency in cell proliferation, but this is

not a significant difference (Fig. 2A, B). However, in

the dentate gyrus of AbPP/PS1mice treated with HIV-

Leptin for 3 months, the number of BrdU+ nuclei was

significantly increased (more than 1.5 fold) compared

to the empty vector-treated AbPP/PS1 mice (p< 0.01)

(Fig. 2C, D).

Since we found no significant differences between

animal groups after 1 month of treatment with

HIV-Leptin, we decided to perform the next set of

experiments only in the group of AbPP/PS1 mice

treated for 3 months. Cell proliferation in the den-

tate gyrus of HIV-Leptin-treated AbPP/PS1 mice was

assessed usingDCX labeling. Representative photomi-

crographs of DCX staining are shown in Fig. 3A.

The number of DCX-positive (DCX+) cells in the

dentate gyrus was significantly higher in AbPP/PS1

mice treated with HIV-Leptin than in AbPP/PS1 mice

treated with the empty vector (p< 0.05) (Fig. 3B).

Leptin reduces neurodegeneration

in AβPP/PS1 mice

We observed that Fluoro-Jade B labeling in the den-

tate gyrus of AbPP/PS1 mice decreased significantly

after treatment with HIV-Leptin injections, as com-

pared with AbPP/PS1 mice treated with the empty

vector (p< 0.05) (Fig. 4A, B). In contrast, these sig-

nificant differences in Fluoro-Jade B labeling were not

observed in the CA1 region of the hippocampus. Using

double immunofluorescence, we observed that Fluoro-

Jade B labeling consistently colocalized with labeling

for Ab plaques in the hippocampus of AbPP/PS1mice

(Fig. 4C). Consequently, we assessed whether leptin

treatment was able to reduce the number of Ab plaques

in AbPP/PS1 mice. We observed that, compared with

AbPP/PS1 mice treated with the empty vector, both

the number and size of Ab plaques were significantly

decreased in the hippocampus (p< 0.05), ofAbPP/PS1

mice treated with HIV-Leptin (Figs. 4D, E).

DISCUSSION

Here, we have shown that i.c.v. gene delivery of

leptin in AbPP/PS1 mice increases proliferation of
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Fig. 2. Effect of HIV-Leptin on cell proliferation in the dentate gyrus of AbPP/PS1 mice. Photomicrographs, with different magnification,

show BrdU-stained nuclei in the dentate gyrus of HIV-Leptin-treated and empty (void) vector-treated AbPP/PS1 mice 1 (A) and 3 (C) months

after injection. Note that the number of BrdU-positive nuclei is notably higher after HIV-Leptin injection at any time point. Scale bars = 20mm.

Histograms show the number of BrdU-positive nuclei in HIV-Leptin treated AbPP/PS1 mice compared with empty (void) vector-treated mice

after 1 (B) and 3 (D) months of treatment. Data are expressed as mean±SEM. ∗∗Statistically significant (p< 0.01). grDG: Granular layer of the

dentate gyrus; vv: Void vector; DG: Dentate gyrus; h: Hilus.

hippocampal neuronal progenitors and reduces neu-

rodegeneration, thereby suggesting by this mechanism

dead or damaged neurons could be replaced. Lentivi-

ral vectors are valuable tools for neurobiology research

because of their ability to transduce nondividing cells,

such as neurons [37]. This in vivo gene delivery

approach ensured a stable and effective overexpression

of leptin in a mouse model of amyloidosis, provid-

ing a more physiologic leptin delivery than is possible

with direct infusion. As gene delivery vehicles, lentivi-

ral vectors exhibit an inherent nontoxic capacity to

migrate long-distances, and a remarkable ability to

modulate host brain cells [27–30].

Prior studies have shown that neurogenesis occurs

in the adult mammalian brain, although at a reduced

rate with advancing age [38]. Nevertheless, the aged

brain retains the capacity to up-regulate neurogene-

sis through different mechanisms [39]. In conditions

like AD, which occurs at an increasing frequency with

advancing age, the ability of the aged brain to mobilize

new neurons opens new avenues for cell-replacement

therapy. Neurogenesis may be a natural defense strat-

egy against neurodegeneration in AD. However, an

increase in neurogenesis may not be enough to com-

pensate for the progressive pathological changes that

occur in this disease [12]. Therefore, upregulation of
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A B

Fig. 3. Effect of HIV-Leptin on the proliferation of neuronal progenitors in the dentate gyrus of AbPP/PS1 mice. A) Photomicrographs show

fluorescent DCX staining of neurons in the granule cell layer of the dentate gyrus in HIV-Leptin-treated and empty vector-treated AbPP/PS1

mice after 3 months of treatment. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bars = 20mm. B) The histogram shows the number of

DCX+ cells in HIV-Leptin treated AbPP/PS1 mice compared with empty (void) vector-treated mice. Notice that the number of DCX-positive

cells in the dentate gyrus is significantly increased after 3 months of HIV-Leptin treatment. Data are expressed as mean±SEM. ∗Statistically

significant (p< 0.05). grDG: Granular layer of the dentate gyrus; vv: Void vector.

neurogenesis may be a potential future therapeutic

strategy for the treatment of AD.

Neurogenesis is a process that can be stimulated by

physiological factors, such as growth factors and envi-

ronmental enrichment, and by pathological processes,

including neurodegeneration. In vitro and in vivo

studies have shown that leptin stimulates hippocam-

pal neurogenesis by increasing cell proliferation [17].

Many peripheral effects of leptin have been described,

including angiogenesis [40], and neuroprotection [22,

23]. More recent findings have shown that leptin

facilitates spatial learning and memory [41, 42],

and produces antidepressant-like effects [43, 44]. In

turn, adult neurogenesis has been proposed to medi-

ate hippocampal-dependent learning and therapeutic

actions of antidepressants [45, 46].

Therefore, our data are consistent with the findings

of Garza et al. using a 14-day chronic treatment with

leptin in adult mice [17]. Interestingly, in their study,

Garza et al. observed a tendency towards a decrease

in the number of BrdU+ cells in the dentate gyrus in

control animals. A similar finding was also shown in

the study byNakagawa et al. [47], in which the number

of BrdU+ cells in the dentate gyrus in control animals

appeared to be reduced after chronic (14 days) vehicle

injection in comparison with acute (1 day) injection. It

is possible that the procedure used by the investigators

that involved repeated intraperitoneal injections, may

have been stressful to the animals, resulting in sup-

pression, or at least reduction, in cell proliferation. In

support of this assumption, stress hormones and stress

have been demonstrated to decrease cell proliferation

in the dentate gyrus [48, 49]. To avoid these stress-

induced effects on neurogenesis, we decided to use

a lentivirus-based vector, which is capable of infect-

ing brain cells, including adult neurons, by injecting a

highly concentrated viral vector stock into the brain,

via lateral ventricles [30]. The lentivirus vector sys-

tem has been shown to efficiently and stably infect

quiescent cells within the primary injection site, and

is associated with a stable transgene expression for a

period of over six months [50].

Our results also showed an increased expression

of the neuronal marker DCX in the hippocampus of

AbPP/PS1 mice. With the use of immunohistochem-

istry, DCX was shown to localize in hippocampal

sites associated with neurogenesis, and involved in the

pathogenesis of AD. Our findings are consistent with
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Fig. 4. Effect of HIV-Leptin on Fluoro-Jade B staining in the brain of AbPP/PS1 mice. A) Photomicrographs show fluorescent Fluoro-Jade B

staining in the dentate gyrus of AbPP/PS1 mice, mainly in empty (void) vector-treated AbPP/PS1 mice. Notice how Fluoro-Jade B not only

stains neurodegenerative cells (arrows), but also amyloid plaques (asterisks), which show an intense green immunofluorescent core. B) The

histogram shows the number of Fluoro-Jade B-positive cells in HIV-Leptin treated AbPP/PS1 mice compared with empty (void) vector-treated

mice. Stereological analysis revealed a significant reduction in the number of neurodegenerative cells in the dentate gyrus after 3 months of leptin

treatment. C) Double immunofluorescence assays showed colocalization of Fluoro-Jade B (in green) and Ab (in red) in amyloid plaques in the

hippocampus of AbPP/PS1 mice. Histograms show the number (D) and size (in %) (E) of Fluoro-Jade B-positive plaques in the hippocampus of

HIV-Leptin-treated and empty (void) vector-treated mice. Notice how both the number and size are reduced in HIV-Leptin-treated AbPP/PS1

mice comparedwith empty (void) vector-treated AbPP/PS1mice. Data are expressed asmean±SEM. ∗Statistically significant (p< 0.05). grDG:

Granular layer of the dentate gyrus; h: Hilus; Hip: Hippocampus; vv: Void vector. Scale bars = 20mm.

the results by Garza et al. [17] that demonstrate leptin-

stimulated neurogenesis in adult mice. This effect on

neurogenesis mainly resulted from an increase in cell

proliferation, as leptin did not produce a significant

effect on cell differentiation.

In contrastwith findings fromother studies, inwhich

leptin did not show significant effects on cell survival

[17], we observed that leptin significantly reduced neu-

ronal degeneration.This result is particularly important

because the microenvironment of the AD brain may

be toxic to new neurons [51], and may constitute an

important factor in the progression of the neuronal

loss, typically observed in patients with AD [1]. This

may be one of the reasons why in AD there is a lim-

ited repair capacity via neurogenesis. Recently, it has

been reported that chronic i.c.v. infusion of leptin pro-

tects hippocampal neurons from cell death induced by

neuronal insults [25]. Our results suggest that leptin
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has an important dual action: first, it has a stimula-

tory effect on neuronal progenitor proliferation, and

secondly, it induces a reduction on Ab-induced neu-

rodegeneration, specifically in the dentate gyrus, the

hippocampal region mainly involved in neurogenesis

and memory [52]. These data reinforce the potential

role of leptin on memory modulation.

The results of our study could have important con-

sequences in the hippocampus, as this brain region is

extensively affected in AD, and becausememory func-

tion, which is greatly impaired in AD, may largely

depend on hippocampal neurogenesis [45]. Further-

more, experimental and population studies have shown

that decreased leptin levels are associated with cogni-

tive impairment [29, 53].

In summary, our results indicate that leptin increases

proliferation of new neurons in the dentate gyrus, and

reduces Ab-induced neuronal degeneration in a mouse

model of amyloidosis. Moreover, our data support a

novel role of leptin in the process of neurogenesis in

AD, providing new insights into the mechanisms of

neurogenic turnover. These findings suggest that leptin

could contribute to AD-induced compensatory neuro-

genesis, and could represent an interesting target for

the treatment of AD.
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