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[. ABREVIATURAS







Af3: Péptido f3-amiloide

AA: Acido araquidénico

Ach: Acetilcolina

ADN: Acido desoxirribonucleico
AD: Alzheimer’s disease

ADP: Adenosindifosfato

AF: Acido fitanico

AG: Acido graso

AGPI: Acido graso poliinsaturado

AGPI n-3: Acido graso poliinsaturado
omega 3

AGPI n-6: Acido graso poliinsaturado
omega

AICD: Dominio intracelular de APP
Akt : Proteinquinasa B

ALA: Acido a-linolénico

ApoE: Apolipoproteina E

ApoER2: Receptor APOE 2

APP: Proteina precursora del péptido
f3-amiloide

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosintrifosfato

BACE: (3-site APP cleaving enzyme)
BACE-1: 3 secretasa 1

BACE-2: 3-secretasa 2

ABREVIATURAS

BDNF: Factor neurotréfico derivado
del cerebro

BHE: Barrera hematoencefalica
BSA: Albumina de suero bovino

Bv-2: Linea celular de microglia de
ratén

CaMKII: Calcio/calmodulina proteina
kinasa Il

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

Cas-3: Caspasa-3
Cas-9: Caspasa-9

CHME 3: Linea celular de microglia
humana

CoT: Colesterol total
COX-2: Ciclooxigenasa 2
DHA: Acido docosahexaenoico

DHCR?7: 7-dehidrocolesterol-
reductasa

DHCR24: 24-dehidroxicolesterol-
reductasa

DHE: Dihidroetidio

DMSO: dimetil sulfoxido

DPA: Acido docosapentaenoico
DR6: Receptor de muerte neuronal 6
DTT: Ditiotreitol

EA: Enfermedad de Alzheimer
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ABREVIATURAS

EAE: Enfermedad de Alzheimer
esporadica

EAF: Enfermedad de Alzheimer
familiar

ECA 1: Enzima convertidora de la
angiotensina 1

EDI: enzima degradadora de insulina

EDTA: 4cido
etilendiaminotetraacético

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

EPA: Acido eicosapentaenoico

ERN: Especies reactivas de nitrégeno
EROs: Especies reactivas de oxigeno
FBS: Suero bovino fetal

GPx: Glutation peroxidasa

GRd: Glutation reductasa

GSK 313: Glucdgeno sintasa quinasa 313
H:2032: Peréxido de hidrégeno

HDL: Lipoporteina de alta densidad
HDL-col: Colesterol HDL

HDL: Lipoproteina de alta densidad
HNE: 4-hidroxinoneal

IDL: Lipoproteina de densidad
intermedia

IDL-col: Colesterol IDL
Ig G: Inmunoglobulina G
IL-6: Interleuquina 6

IL-8: Interleuquina 8

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
IP3: Inositol trifosfato

JNK: c-jun quinasa N-terminal

ISF: Intersticial del cerebro

LA: Acido linoléico

LCR: Liquido cefaloraquideo

LDL: Lipoproteina de baja densidad
LDL-col: Colesterol LDL

LDLox: Colesterol LDL oxidado

LDLR: Receptores de lipoproteina de
baja densidad

LOX: Lipoxigenasa

LPS: Lipopolisacarido

LRP: Receptor de LDL

LTP: Potenciacidn a largo plazo

MAPK/ERK: Proteinquinasa activada
por mitégenos

MDA: Malondialdehido
MMP-9: Metaloproteinasa-9
n-3: Omega 3

n-6: Omega 6

NaCl: Cloruro sddico

NF- kB: Factor de transcripcion
nuclear kappa B

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NMDA: N-metil-D-aspartato
receptores ionotropicos de glutamato



nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal
NO: 6xido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

NOX: NADPH-oxidasa

NPD 1: Neuroprotectina D1

02: Anion superoéxido

OMS: Organizacion Mundial de la
Salud

P22phox: Subunidad p22phox de la
NADPH oxidasa

PBS: Tampon fosfato salino
PC: fosfatidilcolina

PE: Fosfatidiletanolamina
PhA: Phytanic acid

PKA: Proteinquinasa-A
PKB : Proteinquinasa B

PPAR: Receptor activado por
proliferadores de peroxisomas

PPAR a: Receptor activado por
proliferadores de peroxisomas tipo a

PPAR y: Receptor activado por
proliferadores de peroxisomas tipo y

ppm: Partes por millén
PS: Fosfatidilserina
PSEN: Presenilinas

PSEN: Presenilina tipo 1

ABREVIATURAS

P-tau: Proteina tau fosforilada
PVDF: polivinildifluoruro

RAR: Receptor de acido retinoico
RXR: Receptor de retinoides X

sAPP: proteina precursora amiloide
soluble

SsAPP a: proteina precursora amiloide
soluble tipo a

SAPP f3: proteina precursora amiloide
soluble tipo 3

SDS: dodecilsulfato sédico
SNC: Sistema nervioso central
SOD 1: Superoxido dismutasa 1

SPMs: Mediadores pro-resolucion de
la inflamacién especificos

STX-3: Sintaxina-3

TBHQ: Terbutil hidroquinona
TG: Triglicérido

TMB: 3,3’,5,5’-terametilbenzidina
TNF: Factor de necrosis tumoral

TNF-a: Factor de necrosis tumoral
tipo alfa

VLDL-col: Colesterol VLDL

VLDL: Lipoproteina de muy baja
densidad
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RESUMEN

INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa de mayor
incidencia y la primera causa de demencia en el mundo. La busqueda de
tratamientos eficaces frente a la aparicion y el avance de esta patologia requiere la
busqueda de nuevas perspectivas terapéuticas. Numerosos estudios
experimentales apuntan al 4cido docosahexaenoico (DHA) como posible protector
de la funcion cerebral y el proceso neurodegenerativo. Sin embargo, los ensayos
clinicos con suplementos de DHA utilizados para la prevencidn o el tratamiento de
la EA no han sido concluyentes. Esta falta de resultados positivos podria deberse
en parte, a que los suplementos de DHA utilizados contienen cantidades elevadas
de acido fitanico (AF), un acido graso con un potente efecto neurotéxico. Por lo
tanto, nuestro objetivo fue comparar los efectos neuroprotectores de un DHA con
bajo contenido de AF, frente a un DHA con una concentracién mayor de AF, en

ratones ApoE~/-y en cultivos de células microgliales.

MATERIAL Y METODOS

Para realizar el estudio se utilizaron 27 ratones macho ApoE-/-, como modelo de la
EA, que dividimos en tres grupos (n=9): i) ApoE-/-, alimentados con una dieta rica
en grasa; ii) ApoE/-+DHA+AF 50, alimentados con la dieta rica en grasa
enriquecida con 100g de DHA/Kg de grasa y menos de 50 ppm de AF, y iii) ApoE-/-
+DHA+AF 1000, alimentados con la dieta rica en grasa enriquecida con 100g de
DHA/Kg de grasa y 1000 ppm de AF. Como animales control se utilizaron 27
ratones C57BL/6 distribuidos en tres grupos (n=9): i) Control, alimentados con
dieta normal (AIN-93G); ii) DHA+AF 50, alimentados con dieta normal (AIN-93G)

enriquecida con 100g de DHA/Kg de grasa y menos de 50 ppm de AF, y iii)
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DHA+AF 1000, alimentados con dieta normal (AIN-93G) enriquecida con 100g de
DHA/kg de grasa y 1000 ppm de AF. Tras 6 semanas de evolucion, se
determinaron los perfiles cognitivos y conductuales de los ratones mediante la
prueba de campo abierto, el laberinto acuatico de Morris, la prueba de natacién
forzada y la prueba de suspension. Tras el periodo experimental de 10 semanas, se
aislé el hipocampo de los ratones para determinar la actividad de la 3-secretasa
BACE-1 mediante fluorescencia, y la expresion proteica mediante western blot de:
marcadores de amiloidogénesis (APP y péptido A), taupatia (tau total, p-tau y
CAMK II), inflamacién (IL-6, TNF-a e iNOS), oxidacién y anti-oxidacion (subunidad
p22phox de la NADPH oxidasa, SOD 1, GPx, GRd y catalasa), apoptosis (caspasa-3),

y el factor de neuroproteccion BDNF.

En estudios adicionales, se utilizaron cultivos de células Bv-2 de microglia de
raton, activadas con 0.1 pg/ml LPS 6 0.8 mM H:02, y co-incubadas durante 24
horas con DHA 5 pM y tres concentraciones de AF: 50 ppm, 100 ppm 6 500 ppm.
En estos cultivos se valoraron: la supervivencia celular, la producciéon de anién
superoxido y la expresion proteica mediante western blot de marcadores de
inflamacion (IL-6, COX-2, TNF-a e iNOS), oxidacion y anti-oxidacién (subunidad
p22phox, SOD 1, GPx, GRd y catalasa), apoptosis (caspasa-3), y el factor de

neuroproteccion BDNF.

RESULTADOS

Los ratones ApoE~/- mostraron una menor capacidad de aprendizaje y de memoria
espacial en comparacidn con el grupo Control. Estos parametros mejoraron en los

ratones ApoE~/-alimentados con un DHA bajo en AF en comparacién con el grupo
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ApoE-/-. Sin embargo, no sucedid asi cuando se utiliza un DHA con un nivel elevado
de AF.

La actividad de la BACE-1 fue mayor significativamente en el hipocampo de los
ratones ApoE/-+DHA+AF 1000, en comparacion con el resto de grupos
experimentales, que no mostraron ninguna variaciéon. En el grupo ApoE-/-, la
expresion proteica hipocampal de la APP, del péptido A, la proteiana p-taus, la
enzima CAMK I, la IL-6, del TNF-q, la iNOS, la subunidad p22phox, la SOD 1, la GPx,
la GRd, la catalasa, la caspasa-3 y la relacion tau total/p-tau, aumentaron respecto
al grupo Control (p<0.05) y disminuyeron en el grupo ApoE/-+DHA+AF 50, en
comparacién con el grupo ApoE~/-. Por el contrario, la expresiéon proteica de estos
biomarcadores aumentaron en el hipocampo de los ratones ApoE-/-+DHA+AF 1000
frente al grupo ApoE-/-+DHA+AF 50 (p<0.05), excepto iNOS, GRd y la subunidad
p22phox, que no se modificaron con la administracion de DHA con mayor
concentracion de AF. La expresidon proteica del factor BDNF disminuy6 en el
hipocampo de ratones ApoE-/- respecto al Control (p<0.05), y aumenté en el grupo
ApoE-/-+DHA+AF 50 comparado con el grupo ApoE~/- (p<0.05), pero disminuyé en
el grupo ApoE/-+DHA+AF 1000 respecto al grupo ApoE/-+DHA+AF 50 (p<0.05).

La expresion proteica de la IL-6, el TNF-a, la COX-2, la iNOS, la caspasa-3, la
subunidad p22phox, la SOD 1, la catalasa, la GPx y la GRd aumentaron en células de
microglia activadas, mientras que disminuyeron la supervivencia celular y la
expresion proteica del BDNF, respecto al grupo Control (p<0.05). E1 DHA con 50
ppm de AF previno significativamente los efectos producidos por el LPS o el H20>
en todos los parametros estudiados. El aumento de la concentracion de AF
increment6 la produccién del anidén superédxido, de la expresién proteica de la

COX-2 y de la subunidad p22phox en cultivos de microglia activadas frente al
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Control (p<0.05). La expresion proteica de la IL-6, el TNF-a y la iNOS, en estos
grupos co-incubados con DHA y 100 6 500ppm presenté tendencia a aumentar en
comparacién con los grupos co-incubados con DHA y 50 ppm de AF. En cambio, la
expresion proteica de la caspasa-3, la SOD 1, la catalasa, la GPx y la GRd, no se
vieron modificadas con la incubacién de DHA, independientemente de la

concentracion de AF.

CONCLUSIONES

La administracion de un DHA con baja concentracion de AF redujo
significativamente el deterioro cognitivo, la amiloidogénesis, la hiperfosforilacion
de la proteina tau, la inflamacion y el estrés oxidativo, en el hipocampo de los
ratones ApoE~/-, en comparacion con el grupo ApoE-/-+DHA+AF 1000. Asi mismo, el
DHA de bajo contenido en AF aumento6 la supervivencia celular y redujo el proceso
inflamatorio, la activacién microglial y el estrés oxidativo, en cultivos de microgia
Bv-2 activada, en comparacién con un DHA con mayor concentracion de AF.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente estudio, se podria
proponer que la cantidad elevada de AF en los suplementos de DHA podria ser
causa de los resultados poco concluyentes obtenidos en los ensayos clinicos
previos. Por ello, la realizaciéon de nuevos ensayos clinicos con un DHA de bajo
contenido en AF, podria ofrecer nuevas perspectivas en la prevencion y/o el

tratamiento de la EA.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disease and the
leading cause of dementia in the world. The search for effective treatments
requires new therapeutic approaches. Numerous studies have shown that
docosahexaenoic acid (DHA) may protect cognitive function and slow the
neurodegenerative process. However, clinical trials with DHA supplements used
for the prevention or treatment of AD have not been conclusive. The lack of
positive results could be due in part to the fact that the DHA supplements used
contain elevated quantities of phytanic acid (PhA), a fatty acid with a strong
neurotoxic effect. Therefore, our objective was to compare the neuroprotective
effects of low and higher PhA-concentrated DHAs in ApoE/- mice and microglial

cell cultures.
METHODS

The study was conducted using 27 male ApoE-/- mice as an AD model, divided into
three groups (n=9): i) ApoE-/, fed a high fat diet; ii) ApoE/-+DHA+PhA 50, fed a
high fat diet with 100g of DHA/kg of fat and less than 50 ppm of PhA; and iii) ApoE-
/~+DHA+PhA 1000, fed a high fat diet with 100g of DHA/kg of fat and less than
1000 ppm of PhA. As control animals, 27 wild-type C57BL/6 mice were used and
distributed in three groups (n = 9): i) Control, fed normal diet (AIN-93G); ii)
DHA+PhA 50, fed normal diet (AIN-93G) with 100g of DHA/kg fat and less than 50
ppm of PhA; and iii) DHA+PhA 1000, fed with normal diet (AIN-93G) with 100g of
DHA/kg fat and 1000 ppm of PhA.

After six weeks of study, the cognitive and behavioral profiles were determined
using the open-field test, Morris water maze, forced swimming test and tail

suspension test. At the end of the 10-week experimental period, the mice’s
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hippocampus was isolated to determine [3-secretase activity by fluorescence and
protein expression by western blot of the following markers: amyloid factors (APP
and AP peptide), taupathy markers (total tau, p-tau and CAMK II), pro-
inflammatory factors (IL-6, TNF-a and iNOS), pro-oxidant and anti-oxidant factors
(NADPH oxidase subunit p22phox, SOD 1, GPx, GRd and catalase), apoptosis
marker (caspase-3), and brain-derived neurotrophic factor (BDNF).

In additional experiments, Bv-2 microglial cell cultures were activated with 0.1
pg/ml LPS or 0.8 mM H:02, and co-incubated for 24 hours with DHA+PhA 50,
DHA+PhA 100 or DHA+PhA 500. Expression of the following markers were
analyzed: cell viability, superoxide anion production and protein expression by
western blot of pro-inflammatory factors (IL-6, COX-2, TNF-a and iNOS), oxidation
and anti-oxidation markers (NADPH oxidase subunit p22phox, SOD 1, GPx, GRd

and catalase), an apoptotic marker (caspase-3), and BDNF.
RESULTS

ApoE-/- mice demonstrated a decresed capacity for learning and spatial memory
than the control group. These parameters improved in ApoE-/-mice fed a low PhA-
concentrated DHA as compared to the ApoE-/-group. However, this did not happen
when a DHA with a elevated level of PhA was used.

The B-secretase activity was significantly higher in the hippocampus of ApoE-/
+DHA+PhA 1000 mice, in comparison with the rest of the experimental groups,
which did not show any variation. Hippocampal protein expression of APP, Aj, p-
tau, total tau/p-tau ratio, CAMK II, IL-6, TNF-a, iNOS, p22phox subunit of NADPH
oxidase, SOD 1, GPx, GRd, catalase and caspase-3 increased in the ApoE/- group,
compared to control group (p <0.05), and decreased in the ApoE/-+DHA+PhA 50

group, compared to the ApoE~/- group. In contrast, protein expression of these
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biomarkers increased in the hippocampus of ApoE/-+DHA+AF 1000 mice,
compared to ApoE/-+DHA+AF 50 group (p <0.05), whereas iNOS, GRd and
p22phox protein expression were not modified with the higher PhA-concentrated
DHA. BDNF protein expression decreased in the hippocampus of ApoE-/- mice,
compared to the control group (p <0.05), increased in the ApoE-/-+DHA+PhA 50
group, compared with ApoE-/-group (p <0.05), but decreased in ApoE-/-+DHA+PhA
1000 group, compared to the ApoE-/-+DHA+PhA 50 group (p <0.05).

IL-6, TNF-a, COX-2, iNOS, caspase-3, p22phox, SOD 1, catalase, GPx and GRd
protein expression increased in activated microglial cell cultures, while cell
viability and BDNF protein expression decreased, compared to the control group
(p <0.05). DHA+PhA 50 significantly prevented the LPS or H20; effects in all
parameters studied. The higher PhA concentration showed an increase in
superoxide anion production and COX-2 and p22phox protein expression in
activated microglial cultures, compared to control group (p <0.05). There was also
a tendency to increase IL-6, TNF-a and iNOS protein expression, in these groups
co-incubated with DHA+PhA 100 and DHA+PhA 500, compared to the groups co-
incubated with DHA+PhA 50. In contrast, caspase-3, SOD 1, catalase, GPx and GRd
protein expression were not modified by the incubation of DHA, regardless of PhA

concentration.
CONCLUSIONS

Low PhA-concentrated DHA significantly reduced cognitive deterioration, amyloid
genesis, tau protein hyperphosphorylation, inflammation, and oxidative stress in
the hippocampus of ApoE-/- mice, compared to ApoE-/-+DHA+PhA 1000 group. It
also increased cell survival and reduced the inflammatory process, microglial
activation, and oxidative stress in activated Bv-2 microglial cultures, compared
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with higher PhA-concentrated DHA. Based on this study’s results, it could be
proposed that the high amount of PhA in the DHA supplements could be the cause
of inconclusive results in previous clinical trials. Therefore, carrying out new
clinical trials with a low PhA-concentrated DHA could offer new outlooks in

prevention and/or treatment of AD.
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1. Enfermedades neurodegenerativas

A lo largo del siglo XX, la esperanza de vida al nacer ha sufrido un gran aumento en
todo el mundo y principalmente en paises industrializados, donde se ha duplicado.
Este aumento se debe a los continuos avances cientificos y técnicos, junto con una
mejora en la alimentacion, las condiciones higiénicas, el acceso al agua potable y el
control de las enfermedades infecciosas, entre otros (Garcés y col. 2016). Sin
embargo, la mortalidad debida a patologias degenerativas estd aumentando
significativamente (Garcia Gonzalez, 2014). Entre las enfermedades degenerativas
con una morbimortalidad creciente, tienen especial relevancia las
neurodegenerativas, que se desarrollan como consecuencia de diferentes anomalias
en el procesamiento de algunas proteinas que intervienen en el ciclo celular. Estas
proteinas terminan acumuldndose en el sistema nervioso central (SNC), alterando
de esta forma la funcién de las neuronas y produciendo numerosas manifestaciones
clinicas, principalmente la demencia (Guerreiro R. 2014; Garcés y col, 2016,

Scheltens y col., 2016).

La demencia es una caracteristica comun en la mayoria de enfermedades
neurodegenerativas, que conlleva una pérdida importante de capacidad cognitiva e
impide la realizaciéon de manera satisfactoria de las actividades de la vida cotidiana
(Sato y Morishita, 2015; Ransohoff, 2016; Scheltens y col., 2016). La pérdida de
capacidad cognitiva mas comun que se presenta en los ancianos es la pérdida de la
memoria (amnesia), la manifiesta el 10% de las personas mayores de 70 afios y del
20 al 40% de los mayores de 85 afios (Seeley y Mille, 2012). Ademas de la amnesia,
se observan alteraciones de la memoria espacial, del aprendizaje, de los juicios de

valor y resolucion de problemas (Garcés y col. 2016). En muchos tipos de demencia
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también se identifican déficits neuropsiquiatricos y sociales, que culminan en
depresidn, apatia, alucinaciones, delirios, agitacion e insomnio (Seeley y Mille,

2012).

En diciembre de 2013, los estados que forman el G8 manifestaron que la demencia
como consecuencia de procesos neurodegenerativos seria una linea prioritaria de
investigacion. Su objetivo es conseguir una terapia farmacoldgica eficaz antes del
afio 2025, para al menos paliar las consecuencias sociales, el impacto fisico, psiquico
y emocional que tienen para los enfermos que las padecen y sus familias, asi como
los efectos colaterales negativos en su esperanza y calidad de vida, y sus
consecuencias sanitarias y econdmicas (Scheltens y col, 2016). Las patologias
neurodegenerativas con mayor prevalencia son: la enfermedad de Alzheimer (EA),
Parkinson, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotroéfica y las enfermedades
neuromusculares (Garcés y col,, 2016). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
estima que en el afio 2017 hay mas de 30 millones de pacientes en el mundo con

Alzheimer, duplicandose esta cifra cada cinco afios.

1.1. La Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer lleva el nombre del médico aleman Alois Alzheimer,
que la describi6 por primera vez en 1906 (Alzheimer A. 1906), y es la causa
principal de demencia en el mundo suponiendo el 80% de los casos y uno de los

grandes retos de la salud en el siglo XXI (Scheltens y col., 2016).

La demencia de tipo Alzheimer es un proceso neurodegenerativo que afecta las
areas cerebrales involucradas en los procesos de memoria, comportamiento y

conducta de los seres humanos y por tanto, se caracteriza por la pérdida progresiva
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de la memoria y de las capacidades cognitivas, comenzando por una amnesia

retrograda y pudiendo llegar en ultima instancia, a la muerte (Citron M., 2002).

El factor de riesgo principal es la edad, afectando habitualmente a personas por
encima de los 65 afios. Sus primeros sintomas suelen estar relacionados con
pérdidas de memoria, progresando gradualmente hasta la incapacitad completa.
Ademas, lleva implicitos otros sintomas como son la dificultad de resolver
problemas o completar tareas domésticas cotidianas, cometer errores semanticos al
hablar o tomar decisiones equivocadas, asi como cambios en el caracter y en la
personalidad (Garcés y col., 2016). Actualmente no hay un tratamiento eficaz, pero
existe medicacidn cada vez mas efectiva para ralentizar su evolucidn y reducir sus

sintomas (Lee y col., 2016).

La EA se manifiesta tras un largo periodo subclinico que dura varias décadas, lo que
plantea la cuestion de que si los cambios patologicos desarrollados a lo largo de la
vida, o poco antes de la aparicion de sintomas clinicos, son el resultado o la causa de
la patologia (Norton y col., 2014). Muchos factores relacionados con el estilo de vida
incluyendo la inactividad fisica y mental, el tabaquismo, el bajo nivel educativo y la
dieta, ademas de factores de riesgo como la diabetes, la depresion y la obesidad,

tienen un papel relevante en la aparicion de la demencia (Arbonés y col., 2003).

2. Patogénesis de la enfermedad de Alzheimer

Los efectos fisiopatoldgicos de la EA estan caracterizados por una atrofia
irreversible progresiva y bilateral del volumen cerebral (Du H. y col,, 2012). Esto es

debido a la aparicién de una degeneracién neuronal selectiva, con bajos niveles de
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algunos neurotransmisores, como la acetilcolina (Ach) (Nussbaum y col.,, 2003). La
degeneracion neuronal comienza en regiones mesiales temporales, particularmente
en el hipocampo, y mas tarde afecta al neocortex prefrontal; ambas areas del
cerebro asociadas a la cognicion y la memoria (Blennow K. y col., 2006).

Cerebro adulto sin Cerebro con la Enfermedad

patologias de Alzheimer
Corteza cerebral
Atrofia de la

= | v Y corteza cerebral Dilatacién de los ventriculos
A J\ / /' W ,\Y“"\ (D=, cerebrales

Memoria A.troﬁa del
hipocampo . torrinal
i . corteza entorrina
Hipocampo Corteza entorrinal

Atrofia de la

Figura 1. Esquema representativo de un cerebro sano, a la izquierda, y un cerebro afectado
por la Enfermedad de Alzheimer en un estadio avanzado, a la derecha, con una atrofia
extrema en el hipocampo, corteza y un recrecimiento de los ventriculos cerebrales.

A nivel histopatoléogico, este proceso de destruccion de las neuronas se asocia a la
aparicion tanto de depositos insolubles extracelulares (placas amiloideas) como
intracelulares, que se describen a continuacion (Selkoe, 1999; Evin y Weidemann,
2002). En pacientes con EA son evidentes ademads, los procesos inflamatorios
(Akiyama H. y col, 2005; Wyss-Coray T. y col, 2006), el estrés oxidativo, la
disfuncién mitocondrial (Christen Y., 2000; Sayre LM y col. 2007) y la aparicion de

gliosis reactiva (Canning y col.,, 1993; Xinyi y col., 2011).

2.1. La hipoétesis amiloidea

Alois Alzheimer demostr6 por primera vez una relacién entre los cambios

especificos cognitivos, las lesiones neurolédgicas en el cerebro humano y la historia



INTRODUCCION

clinica de los pacientes con esta patologia (Alzheimer A., 1907). Afios después, la
hipdtesis amiloidea atribuye estas observaciones a la formaciéon de depoésitos
insolubles extraneuronales, que estan formados por prolongaciones neurales
distroficas y degeneradas, microglia y astrocitos reactivos, pero principalmente por
el péptido beta-amiloide (Af3), un producto derivado del catabolismo de la proteina

precursora del péptido beta-amiloide (APP) (Glenner y Wong, 1984).

- El péptido beta-amiloide: es un péptido con un peso molecular de 4 kDa y una
secuencia proteica primaria de 40 a 43 aminoacidos, que puede seguir una ruta
secretora en su formacion (reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y endosomas),
o bien se puede introducir en las células a través de la proteina relacionada con el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR). El monémero Af3 es inocuo, pero
puede asociarse en dimeros y oligdmeros, que son estructuras estables, solubles y
neurotoxicas (Klementieva y col, 2017). Ademas, estos monomeros, dimeros y
oligobmeros de Af}, pueden también formar fibrillas, unos depdsitos insolubles
extraneuronales y neurotoxicos en diversas areas del cerebro, que se depositan
formando las placas Af3 o placas seniles (Selkoe, 1999; Evin y Weidemann, 2002).
Estas inducen localmente la activacion microglial, la liberacion de citoquinas,
astrocitosis reactiva y una respuesta inflamatoria exacerbada (Canning y col., 1993;
Akiyama H y col., 2005; Wyss-Coray T. y col, 2006; Xinyi Li y col.,, 2011; Barage y
Sonawane, 2015). Ademas, producen cambios bioquimicos y estructurales en los
axones, dendritas y cuerpos celulares neuronales, que se caracterizan por pérdidas

de sinapsis, muerte de neuronas y atrofia cerebral (Du H. y col., 2012).

Se distinguen tres tipos principales de placas seniles: las placas difusas (se trata de

depdsitos de amiloide no fibrilar que no alteran el neuropilo ni inducen una
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respuesta glial, por lo que no suelen acarrear un deterioro cognitivo), las placas
amiloideas, con un centro mas o menos denso y las placas compactas o neuriticas, de
naturaleza toxica y caracteristicas de la EA. Estas dos ultimas estan formadas por el
péptido Af3 principalmente y una acumulacidon de astrocitos reactivos y microglia

activada (Barage y Sonawane, 2015).

El aumento de la concentracién cerebral del péptido Af, precede al deterioro clinico,
surgiendo 20 afios antes de la manifestacion de los sintomas (Sperling y col,, 2011).
Su presencia se correlaciona con la pérdida de conexiones sinapticas en la EA (Lue y
col, 1999), afectando principalmente al l6bulo temporal medial, concretamente al
hipocampo y la corteza entorrinal, que juegan un papel fundamental en la formacién
y consolidaciéon de la memoria autobiografica, declarativa, episédica y en particular
la memoria espacial y la orientacién (Nussbaum y col., 2003; Blennow y col., 2006;

Garcésy col., 2016; Klementieva y col., 2017).

La acumulacidon del Af3, es debida al desequilibrio entre los procesos de formacion y
de eliminacién de los productos de escision de 1a APP en el cerebro (Hardy y Selkoe,
2002). La concentracion del Afi esta estrechamente regulada por enzimas
degradadoras como la neprilisina, la enzima degradadora de insulina (EDI), la
enzima convertidora de la angiotensina I (ECA1) y el proceso de endocitosis
mediado por las células microgliales presentes en la barrera hematoencefalica

(BHE), uno de los mecanismos mas importantes en la eliminacion de este péptido.

También, el receptor LDLR regula el aclaramiento del péptido Af3 (entre un 10 y un
15%), mediante el trasporte del péptido desde el cerebro al liquido intersticial
cerebral, luego es transferido al liquido cefalorraquideo (LCR) y finalmente al

torrente sanguineo a través de la BHE. En este proceso participan dos ligandos: la
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Apolipoproteina E (ApoE) y la a2-macroglobulina (Xinyi Liy Buxbaum, 2011). La
tasa de produccion y de aclaramiento de Af3 son 7,6% y 8,3%, respectivamente en
cerebros humanos adultos (Bateman y col, 2011). Por lo tanto, una reduccion
incluso pequefia en la velocidad de aclaramiento de Af3, asi como un aumento en su

produccion, darian lugar a su acumulacién patoldgica.

- La proteina precursora del péptido beta-amiloide: La APP es una glucoproteina
transmembrana de tipo I que actia como molécula de adhesion intercelular en la
formacién de sinapsis en el SNC, en la unién neuromuscular y en la migracién de los
precursores neuronales hacia la corteza cerebral (Kang y col,, 1987; Hardy y Selkoe,
2002). La APP posee un dominio extra citoplasmatico que interactiia con varios
ligandos, para después translocalizarse al nucleo e intervenir en la sefalizacion de
rutas que intervienen en la adhesion celular y la plasticidad sinaptica. Presenta
ademas varias isoformas, y de acuerdo con su patréon de escision o procesamiento
proteolitica, la via no amiloidogénica o la via amiloidogénica, da lugar a diferentes
péptidos (Perl, 2010) (Figura 1).

e Via no amiloidogénica: la APP se escinde por a-secretasas dando lugar a la

forma soluble de APP (sAPPa), que es desprendida de la membrana al espacio
extracelular. Un fragmento carboxi-terminal de 83 carbonos (C83), que queda unido
a la membrana neuronal, es escindido por la y-secretasa unida a la presenilina 1, por
el sitio y (Weidemann y col. 2002). El sAPPa no forma agregados y tiene varias
propiedades neuroprotectoras (Selkoe y Schenk, 2003); parece estar implicado en el
desarrollo del sistema nervioso, favorece la sinaptogénesis, la formacion de la
memoria y la disponibilidad neuroprotectora frente a estimulos excitotoxicos y dafio

oxidativo.
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e Via amiloidogénica: la APP se escinde en el sitio 3 por la enzima (3-secretasa

generando un fragmento soluble extracelular (sAPP{3) y un fragmento de membrana
carboxi-terminal de 99 carbonos (C99). Los dos enzimas capaces de escindir APP en
el sitio B son BACE 1 (S-site APP-cleaving enzyme-1) y BACE 2 (f-site APP-cleaving
enzyme-2) (Dingwall, 2001), siendo BACE 1 la principal responsable de la
generacion del péptido Afd (Stockley y O'Neill, 2007; Holler y col, 2012).
Posteriormente, la y-secretasa escinde al fragmento C99 cerca del limite de la
membrana citoplasmatica en el sitio y, produciendo pequefios péptidos Af} de entre
39 y 43 aminoacidos (Coulson y col.,, 2000; Selkoe y Schenk, 2003). La isoforma
Af3-40 es la mas frecuente, seguida de la Af3-42, que es de naturaleza hidrofoba, mas

toxica y forma agregados y placas con mayor facilidad que la AB-40 (Perl, 2010).

N-APP
VIANO | VIA
AMILOIDOGENICA | AMILOIDOGENICA \ Formacién de
placas AR
extraneuronales

7 7

sAPPa sAPPR

Péptido AR
P3 Q i |:| 40/42
|:| Q%secretasa ﬁ

a-secretasa
y-secretasa 4@ E y-secretasa

< Bl = = L] >

cs3 i c99
AICD APP AICD

Figura 2. Representacion grafica de la protedlisis de la proteina precursora del péptido 3-
amiloide (APP) por la via amiloidogénica y la via no amiloidogénica. sAPPa: fragmento
soluble extracelular de la APP generado por la via no amiloidogénica; sAPP{3: fragmento
soluble extracelular de la APP generado por la via amiloidogénica; AICD: fragmento
intracelular de la APP; C83 y (C99: fragmentos transmembrana de la APP de 83 y 99
aminoacidos respectivamente; P3 dominio extracelular N-terminal de la APP generado en la
via no amiloidogénica; N-APP: fragmento N-terminal de la APP generado en la via
amiloidogénica; Af: péptido B-amiloide.
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2.2 La proteina tau

Neuropatoldgicamente, la EA esta caracterizada también por la presencia de ovillos
fibrilares intraneuronales (Kopke y col, 1993), originados por el acimulo de la
proteina tau en el neocértex y areas limbicas del cerebro (Forman y col, 2004). La
proteina tau pertenece a la familia de proteinas asociadas a los microtubulos
neuronales y participa en el ensamblaje y estabilizacion de esta red, lo que permite
el transporte axonal de proteinas, vesiculas y otras sustancias (Khan y Bloom, 2016).
En el cerebro, esta proteina se expresa de forma fisioldgica en las neuronas,
fundamentalmente en el axdn, y se han identificado seis isoformas, que derivan de
un unico gen localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (gen MAPT) (Kuret y

col,, 2005).

La capacidad de unién de la proteina tau a los microtibulos se puede regular
eficazmente mediante la modulaciéon de la fosforilacion de residuos de serina y
treonina, dando lugar a la proteina tau fosforilada (p-tau). En la proteina tau, el
dominio de union a los microtibulos consta de cuatro secuencias repetidas de
serina y treonina, seguido de prolina. Estos aminoacidos pueden ser fosforilados por
enzimas como la calcio-calmodulina proteina quinasa 2 (CaMKII), la glucégeno
sintasa quinasa 3 (GSK-33), la proteina quinasa A (PKA), la proteina quinasa B

(PKB o Akt) entre otras (Mazanetz y Fischer, 2007, Khan y Bloom, 2016).

La hiperfosforilaciéon de tau reduce su afinidad por los microtibulos, perdiendo su
funcion fisiologica (Mazanetz y Fischer, 2007). Esta pérdida de su funcionalidad
conduce a una alteracion patologica de las funciones estructurales y de regulacion
del citoesqueleto neuronal, favoreciendo el desarrollo de procesos

neurodegenerativos y la formaciéon de ovillos neurofibrilares (Kopke y col., 1993;
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Roy y col., 2005). Por otro lado, la regulacién a la baja de las fosfatasas, que son
enzimas que catalizan la defosforilacion de la proteina tau, esta implicada también
en el aumento de la formacion de los ovillos neurofibrilares (Tian y Wang, 2002;

Barage y Sonawane, 2015; Khan y Bloom, 2016).

2.3. La alteracion de la homeostasis del calcio neuronal

La desregulacion de la homeostasis del calcio intraneuronal, un segundo mensajero
clave en multitud de funciones neuronales, es un factor comun a varios trastornos
neurodegenerativos. En la EA, las placas amiloideas favorecen la aparicidon de poros
amiloides en las neuronas proximas a los depdsitos de Af3 (Arispe y col., 1993). Estos
poros, que son canales selectivos al calcio, permiten su entrada sin regulacion y
elevan los niveles de este ion en el citosol neuronal (Demuro y col.,, 2005; Glabe,
2005). El incremento del calcio citosolico favorece la aparicion de la disfuncion
mitocondrial y el estrés oxidativo, y de forma indirecta aumenta la amiloidogénesis,
produciendo un circulo vicioso que conduce a la apoptosis o muerte celular

(Wanders y col., 2010; Barage y Sonawane, 2015).

La elevacion neuronal de calcio producida por los poros amiloides, origina también
la activacion de receptores glutamatérgicos tipo NMDA (N-metil-D-aspartato,
receptores ionotrdpicos de glutamato) produciendo hiperexcitabilidad neuronal
(Klein y col, 2007). El aumento del calcio permite la liberaciéon de vesiculas
sinapticas y la activacion de otras proteinas como la CAMKII, quinasa que fosforila a

la proteina tau (Calon y col. 2005; Mazanetz y Fischer, 2007).
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Por otro lado, las alteraciones en la concentraciéon del calcio citosolico favorecen la
degeneracion celular al alterar la cadena de transporte de electrones en las
mitocondrias y el metabolismo energético, aumentando como consecuencia, la
produccion de especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo (Mattson y col,,
1992; Pereira y col, 2004; Sanz-Blasco y col., 2008). Las mitocondrias tienen un
papel esencial en la via intrinseca de la muerte celular, principalmente en la muerte
neuronal, ya que en las neuronas, la apoptosis por la via intrinseca es mayoritaria. El
incremento del calcio aumenta la permeabilidad mitocondrial consecuencia de la
apertura de poros en la membrana de las mitocondrias. A su vez, se libera el
citocromo c al citosol neuronal, lo que conlleva de modo irreversible a la activacion
y liberacion de las caspasas. Las caspasas son las proteinas encargadas de ejecutar la
apoptosis o muerte celular. De forma directa e indirecta producen cambios
morfologicos de la célula durante la apoptosis. Esta familia de proteasas existe como
precursores latentes y al activarse, inician la muerte programada destruyendo
componentes claves y activando factores que median el dafio celular. Las caspasas
iniciadoras de la apoptosis, como la caspasa-9 (Cas-9), son activadas por una sefial
de muerte celular (TNF-a, por ejemplo). Estas activan a su vez a las caspasas
ejecutoras como la caspasa-3 (Cas-3), que induce la apoptosis o muerte neuronal

(Duchen, 2000, Hiu-Ling y col., 2010).

2.4. El estrés oxidativo

El estrés oxidativo se produce como consecuencia de un desequilibrio persistente
entre la produccién de especies pro-oxidantes y la capacidad de los sistemas

antioxidantes, resultando un exceso neto de las primeras (Sies H, 1986). Como
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consecuencia de este desequilibrio se produce un déficit energético, peroxidacion
lipidica, mutagénesis del ADN, disfuncién celular y finalmente, la muerte celular
(Murdoch y col, 2006). Existen numerosas evidencias que apuntan al estrés
oxidativo como uno de los mecanismos mas importantes acontecidos durante la
aparicion y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la EA

(Chiurchiu y col., 2016).

- Los radicales libres: Quimicamente, la oxidacion se define como la pérdida de uno
0 mas electrones por un atomo o molécula. Los radicales libres son atomos o
moléculas que han perdido al menos un electron, dejando uno o mas electrones
desapareados en su ultima capa u orbital electrénico. El electron desapareado tiene
la propiedad de ser extremadamente inestable y por tanto hace que la molécula sea
muy reactiva. Este electron libre tiende a aparearse rapidamente con otro electrén
de cualquier otra especie quimica para estabilizarse, alterando asi, la estructura y
funcién de dicha molécula (Pham-Huy y col.,, 2008). A pesar de su reducida vida
media, estas reacciones se producen frecuentemente en cadena, lo que supone una
amplificacion del dafio (Pham-Huy y col., 2008).

El dafio producido por radicales libres puede causar oxidacion de lipidos y
proteinas, efectos genotoxicos por la oxidacion de los acidos nucleicos, acumulacion
de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis
(Querfurth y col., 2010; Gu y col., 2013). El SNC es particularmente sensible al estrés
oxidativo, entre otras causas, por su alto contenido de lipidos (mielina, fosfolipidos
de membrana, etc.). Por ello, este tejido es muy sensible a los procesos de
autooxidacion, que originan diferentes productos secundarios de degradacion:

radicales libres lipidicos, epoxidos, alcoholes y aldehidos, tales como
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malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (HNE), ciclopentenonas, y acidos grasos
nitrogenados (NO2-AG) (Chiurchiu y col., 2016). Los atomos de carbono con dobles
enlaces, de los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana del
cerebro, son muy susceptibles a la pérdida de iones de hidrogeno, favoreciendo la
formacién de radicales libres lipidicos y la lipoperoxidacion (Tsaluchidu y col,
2008). Por otro lado, la EA se caracteriza por depositos de hierro en el hipocampo y
la corteza cerebral, lo que podria servir de catalizador y promover el proceso
oxidativo, precisamente en las zonas donde se localizan las lesiones de esta

patologia (Smith y col., 1997).

- Especies reactivas de oxigeno: El oxigeno molecular (02) tiene dos electrones en
los orbitales moleculares mas externos, sin embargo, quimicamente es bastante
estable. Los efectos perjudiciales del O; resultan de su reduccién metabodlica que
conduce a la formacion de moléculas con electrones desapareados muy reactivas y
toxicas conocidas como especies reactivas de oxigeno (EROs). El oxigeno molecular
puede ser reducido completamente por cuatro transferencias sucesivas de un
electron en la cadena trasportadora de electrones de la mitocondria, proceso que
origina las EROs o diferentes productos intermedios: anion superoéxido (02*), radical
hidroxilo (HO*), radical hidroperoxilo (HOz*) y radical peroxilo (RO0*), asi como a la
especie no radical, peroxido de hidrogeno (H:02). Este proceso se denomina
reduccion univalente del oxigeno (Bers, 2001.

En la fosforilacion oxidativa mitocondrial, alrededor de un 2% del Oz empleado por
la mitocondria no es reducido completamente a H:0, y se libera en forma de Oz y
H202 (Sawyer y col, 2002). El SNC posee una renovacion celular muy restringida

junto con un nimero elevado de mitocondrias activas en sus células, que conlleva un
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alto consumo de Oz y una elevada produccién de EROs (Chiurchiu y MacCarrone,
2011). Sin embargo, no s6lo se originan por la respiraciéon mitocondrial, sino que
también pueden ser generadas en el citosol de muchas células a través de la accién
de diferentes enzimas tales como la xantina oxidasa, la glucosa oxidasa y las amino-
oxidasas. Ademas, en el reticulo endoplasmico, los radicales O2* se generan a través
de la accion de ciertas enzimas de la familia del citocromo P-450, y en la membrana
plasmatica por la accion de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa;
NADPH-oxidasa (NOX), un complejo enzimatico que utiliza NADPH para reducir Oz,
generando asi grandes cantidades de Oz* (Chiurchiu, 2016). Existen 5 isoformas
descritas (NOX 1-5) codificadas por genes distintos (Lambeth, 2004), siendo la NOX
2 la forma predominante en microglia y astrocitos (Fischer y Maier, 2015). Cada
subunidad NOX forma un heterodimero con la subunidad transmembrana llamada
p22phox, constituyendo un nucleo catalitico heterodimérico (o citocromo b558)
donde ocurre la transferencia de electrones del NADPH al oxigeno resultando, como
se ha indicado, en la formacion de O;*. La funcion principal de esta subunidad es la
de estabilizar la subunidad NOX y favorecer las uniones entre la subunidad NOX y
las subunidades citosdlicas p47phox y p67phox (Dahan y col, 2002). Sin la
presencia de la subunidad p22phox la actividad de la NADPHox se ve anulada
(Sardina y col., 2010; Ushio-Fukai y col., 1996). Esta subunidad se expresa a bajos
niveles en situaciones fisiologicas, pero en condiciones patoldgicas se produce un
aumento de su expresion relacionado con un aumento de los procesos

neurodegenerativos y el desarrollo de la EA (Gao y col., 2012).

- Especies reactivas de nitrogeno: El 6xido nitrico (NO*), es una molécula bioldgica

esencial generada por una familia de enzimas NO sintasa (NOS) especificas:
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endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS); esta ultima localizada en las
células microgliales (Leiper y Nandi, 2011). Concentraciones elevadas de NO por la
sobreestimulacion de la iNOS en células gliales que rodean a las placas amiloideas,
estarian implicadas en procesos de dafio celular relacionados con la inflamacion
(Zhu y Chu, 2010; Gao y col., 2012). Las EROs pueden reaccionar con el 6xido nitrico
y favorecer la formacion de especies reactivas de nitrogeno (ERNs), tales como el
dioxido de nitrégeno (NOz), el trioxido de dinitréogeno (N203), el tetradxido de

dinitrégeno (N204) y el peroxinitrito (ONOO-) (Stamler y col., 1992).

- Antioxidantes enddgenos: Para eliminar estas EROs y ERNs, el organismo posee
una serie de sistemas antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos, que actian
neutralizando los radicales libres por cesion de un electron (Chiurchiu y
MacCarrone, 2011). Entre los antioxidantes enzimaticos se encuentran: la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y el sistema glutation/ peroxidasa/
reductasa. La SOD cataliza la eliminacion de O;* y la produccion de H202 y Os.
Actualmente hay descritas tres isoformas de esta enzima, segun el grupo prostético
ligado a la enzima. La SOD 1, que contiene cobre y zinc en su sitio activo y se
encuentra en el citoplasma y en el espacio intermembranoso mitocondrial de las
células eucariotas (Huang y col, 2016). La SOD 2, que contiene manganeso en su
sitio activo y es especifica de la matriz mitocondrial (Huang y col., 2016). Y la SOD 3,
que se secreta al liquido intersticial en la mayoria de los tejidos (Flynn y Melov,
2013). La catalasa elimina el H202 dando lugar a agua y oxigeno y se localiza en los
peroxisomas, mitocondrias y citosol (Chance B y col,, 1979). Por ultimo, el glutation
reducido (GSH), que es una molécula con una gran capacidad antioxidante, la enzima
glutation peroxidasa (GPx) la cual colabora en la accion antioxidante del GHS, y la

glutation reductasa (GRd), que cataliza la reduccién del glutation oxidado (GSSG) a
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GSH. Es este uno de los principales mecanismos protectores de la célula frente al
estrés oxidativo (Huang y col,, 2016) y su funcién tiene un papel fundamental en las
enfermedades neurodegenerativas, y concretamente en la EA (Fischer y Maier,

2015).

2.5. La respuesta inflamatoria

La inflamacion es una respuesta protectora frente a lesiones tisulares y celulares,
con el fin de destruir y eliminar los agentes perjudiciales y los tejidos lesionados,
promoviendo asi su reparacion. Sin embargo, cuando la inflamacion es incontrolada,
puede pasar a ser crdnica y causar un dafio exacerbado que conduce a la destruccion
de tejidos (Calabrese y col, 2007). Las primeras evidencias del componente
inflamatorio de la EA se describieron en estudios epidemioldgicos, en los que se
demostré una reduccion del riesgo de padecer la enfermedad en personas tratadas
con antiinflamatorios no esteroideos (Breitner y col., 1994; McGeer, 2007).

En la EA, la respuesta inmune que tiene lugar es inespecifica y se denomina gliosis
reactiva, implicando tanto a microglia activada como a astrocitos reactivos. Ademas,
la presencia continuada de neuronas dafadas en esta patologia, genera una
constante activacion de la glia, colaborando a su vez con la degeneracién neuronal
(Zipp y Aktas, 2006).

La microglia constituye la porcion minoritaria de la poblacion total de células gliales
dentro del cerebro y, fisioldgicamente, se encuentra en estado inactivo, con una
morfologia muy ramificada. Bajo condiciones patoldgicas, la microglia se activa y
sufre cambios morfolégicos, aumentando la produccién de citoquinas vy

quimioquinas proinflamatorias (Hayden and S. Ghosh, 2008; Lee y col.,, 2009; Okun y
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col, 2010). Esto crea un ambiente inflamatorio que promueve neurodegeneracion
(Amor y col,, 2010). Por otra parte, dependiendo del dafio causado, los macrofagos
periféricos pueden entrar en el SNC y promover aiin mas la neuroinflamacion y la
degeneracion (Amor y col, 2010). La inflamacién exacerbada, creada por la
microglia activada de forma sostenida, puede a su vez conducir a un aumento de
produccion del péptido AB, creando asi un circulo vicioso (Amor y col, 2010;
Hayward y Lee, 2014).

Existen tres fenotipos distintos de microglia activada. En primer lugar, la microglia
destructiva, que induce una respuesta inmune primaria. En segundo lugar, la
microglia distréfica o senescente, que presenta una morfologia fragmentada. Este
tipo de microgia parece que sufre un proceso de degeneracién o de fragmentaciéon
citoplasmica llamado citorrexis, que precede a la neurodegeneracion y que origina
una pérdida de proteccion microglial. Y por ultimo, la microglia beneficiosa, aquella
que lleva a cabo una respuesta quimiotactica y fagocitica hacia los depodsitos del
péptido AB, reduciéndolos (Streit y col., 2009; Luo y col.,, 2010; Boche y col., 2013;
Streit, 2016).

Por tanto, la microglia desempefa un papel fundamental en la progresion de la
enfermedad, ya que tiende a agruparse alrededor de las placas amiloides para
eliminar los depositos del péptido AP, iniciando una actividad fagocitica y liberando
mediadores citotoxicos (Akiyama y col,, 2000; Niranjan, 2014).

Las citoquinas pro-inflamatorias son péptidos de pequefio tamafio que median la
activacion, proliferacion y migracion celular a través de la unidn a sus receptores de
membrana. Dentro de este grupo de mediadores de la inflamacidén se incluyen: las
interleuquinas (IL) siendo la IL-6 la mas representativa, los factores de necrosis

tumoral (TNF), los interferones y los factores estimuladoras de colonias (Hofman y
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col., 1989; Dickson, 1997; Colombo y col, 2012; Hayward y Lee, 2014). Por otra
parte, el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 3
activadas (NFkf) puede inducir la expresion de la fosfolipasa A2 y de COX-2, que
estan involucradas en la generacion de eicosanoides, promoviendo por lo tanto el
infiltrado de células inflamatorias y el proceso inflamatorio (Barnes y Karin, 1997;

Ransohoff, 2016).

La IL-6 es una glucoproteina secretada por macrofagos, células gliales en el SNC,
células T, endoteliales y fibroblastos. Se ha demostrado que el AB induce la
produccion de la IL-6 en cultivos de astrocitos y microglia (Lee y col., 2009). En
neuronas del hipocampo, el incremento de los valores de IL-6 favorecido por la
presencia del péptido AP, induce la disfuncién sinaptica y la atrofia, que
desencadena los sintomas cognitivos de esta patologia (Walsh y col., 2014). Ademas,
los niveles de IL-6 en plasma y LCR, son un buen indicador de los estadios
tempranos de la EA (Wu y col, 2015), ya que esta citoquina se encuentra

incrementada 5 afios antes de establecerse la enfermedad (Streit y col., 2009).

El TNF-a es una citoquina clave del sistema inmunitario, que inicia y promueve la
inflamacion y que, a su vez, puede favorecer el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Zheng y col, 2016). El aumento de la concentracion sérica de
TNF-a debido a una inflamacion sistémica, también se ha asociado con una
aceleracion del deterioro cognitivo en la EA, lo que implica un vinculo claro entre

inflamacion y neurodegeneracion (Hernandez-Romero y col., 2012).
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2.6. Disfuncion colinérgica

Segun la hipétesis colinérgica, la deficiencia de Ach es responsable de la pérdida de
la memoria y las deficiencias cognitivas mas importantes, y actualmente constituye
la base de la farmacoterapia del Alzheimer (Bartus y col, 1982). La hipdtesis
colinérgica se apoya, sobre todo, en que los inhibidores de la acetilcolinesterasa
muestran efectos positivos sobre las capacidades cognitivas en pacientes con esta
patologia (Hansen y col.,, 2008; Hong-Qi y col., 2012). No obstante, ensayos clinicos
basados en la administracion a largo plazo de los inhibidores de acetilcolinesterasa
a pacientes con deterioro cognitivo leve, no fueron capaces de reducir el riesgo o
retrasar la aparicion de la EA (Contestabile, 2011). Esto se debe a que la muerte
neuronal afecta en una primera etapa a las neuronas colinérgicas que estan
localizadas en el cerebro basal anterior, y sus axones se proyectan a la corteza
cerebral e hipocampo, areas que modulan la funcién cognitiva (Bartus y col., 1982).
Sin embargo, actualmente se sabe que ésta no es la causa original de la enfermedad,
sino mas bien otra de las consecuencias de los dafos cerebrales producidos por la
misma.

En condiciones fisioldgicas, 1a ACh es sintetizada en el interior de la neurona a partir
de la colina por la accion de la enzima colinacetiltranferasa. Una vez sintetizada se
almacena en vesiculas en el interior de la neurona presinaptica hasta que se produce
el impulso nervioso. La ACh se vierte al espacio sinaptico donde se une a los
receptores colinérgicos de la neurona postsinaptica. En el espacio sinaptico hay una
enzima que se encarga de regular la concentracién de ACh por degradacion de la

misma conocida como acetilcolinesterasa (Sims y col.,, 1983; Nilsson y col., 1986).
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La deficiencia de proyecciones colinérgicas en la EA se debe a varias causas. En
primer lugar, los oligdmeros de A3 son sinaptotoxicos y ademas reducen la actividad
cortical e hipocampal de la acetilcolintrasferasa y la acetilcolinesterasa en un 50%,
inhibiendo por tanto la neurotransmision colinérgica. (Davies y Maloney, 1976,
Wilcock y col., 1982; Francis y col,, 1993). En segundo lugar, la acumulacién de la
proteina tau produce una alteracion del transporte axonal de proteinas y la pérdida
de la funcion neuronal, lo que favorece el deterioro de las funciones cognitivas en la
EA (Bartus y col,, 1982). Por ultimo, la pérdida de la funcion colinérgica en la EA se
relaciona con la disminucién de factores neurotroéficos en el cerebro (Schindowski y

col,, 2008).

Las neurotrofinas, o factores neurotroficos, desempefian un papel clave en el
mantenimiento, desarrollo y regulacion de la funcién neuronal. Son sustancias que
promueven la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las neuronas y la glia
y que median en el aprendizaje, la memoria y el comportamiento (Schindowski y
col, 2008). La familia de las neurotrofinas incluye el factor neurotroéfico derivado
del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), entre otros (Lang y

col,, 2004).

El BDNF es una proteina presente en el hipocampo, corteza, cerebelo, area ventral
tegmental y cerebro anterior basal, todas areas vitales para el aprendizaje, la
memoria, la motivacion y el conjunto de las actividades mentales requeridas para el
analisis de situaciones complejas (Boneva y Yamashima, 2012; Gururajan y van den
Buuse, 2014). Juega un papel importante en el desarrollo y el mantenimiento de los
sistemas sensorial y simpatico, la funcion colinérgica del sistema nervioso central, la

cognicion y la formacion de la memoria (Rylett y Williams, 1994).
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2.7. Componente genético de la Enfermedad de

Alzheimer

Los estudios genéticos han identificado dos formas diferentes de presentacion de la
EA (Barage y Sonawane, 2015):

- La EA familiar (EAF): Se caracteriza por una herencia autosémica dominante, es
de inicio precoz (antes de los 60 afios) y supone entre el 4 y el 8% del total de casos
diagnosticados (Ling y col., 2003). Actualmente se ha asociado con mutaciones en

tres genes principalmente, que son responsables del 30 al 50% de los casos de EAF:

- Gen de la proteina precursora de amiloide (APP): estd causada por mutaciones

autosdmicas dominantes en el gen que codifica para la APP, que se encuentra en el
cromosoma 21 (Rosenberg, 2000). Por ello, los individuos que padecen sindrome de
Down (trisomia del cromosoma 21) desarrollan muy frecuentemente la EAF de
aparicion temprana (Ling y col., 2003).

- Gen de la presenilina 1 (PSEN1): localizado en el cromosoma 14. (Sherrington y

col,, 1995; Shen y Kelleher, 2007).

- Gen de la presenilina 2 (PSEN2): localizado en el cromosoma 17. (Sherrington y

col,, 1995).

Las presenilinas modulan el equilibrio del calcio a nivel del reticulo endoplasmatico.
El efecto principal de estas mutaciones consiste en el aumento de los niveles de AB-
42 y con ello las reservas de calcio en el reticulo endoplasmatico y su liberacion al
citoplasma, produciendo una desregulacion de la homeostasis del calcio y apoptosis
neuronal (Bertram y Tanzi, 2008; Barage y Sonawane, 2015).

A pesar que no existen estudios epidemioldgicos que evalien la contribucién de

estos genes, parece que las mutaciones en estos tres genes explicarian la
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enfermedad en la mitad de las familias con patrén autosémico dominante (Goate y
col, 1991; Levy-Lahad y col., 1995).

- La EA esporddica (EAE) o demencia tipo Alzheimer esporadico: Presenta un
patron de herencia muy complejo y ademas, es de inicio tardio (después de los 60
afios). La EAE es la forma mas comun, presentandose en el 90% de los casos.
Diversos estudios han sugerido que tanto los factores genéticos como los
ambientales colaboran en la aparicion de ambos tipos de EA (Huang y Mucke, 2012).
Ademas de los tres genes responsables de la forma familiar que también intervienen
en la EAE, se ha encontrado un cuarto gen, el gen de la Apolipoproteina E (ApoE) en
el cromosoma 19. Mutaciones en este gen se asocian con un incremento en los
depdsitos de péptido B-amiloide en corteza y factor de riesgo importante (Mahley
RW, 2006) que se asocia con cambios sutiles en la estructura y funcion cerebral.
Poseer el alelo €4 de la ApoE es el principal factor de riesgo genético de la EAE
(Ashford, 2004).

Ademas, existen otros polimorfismos que se relacionan con la EAE, pero que no se
han confirmado del todo atun, como son el gen de la a-2 macroglobulina, el gen del
receptor de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), genes mitocondriales
(citocromo-oxidasas [ y II), genes de interleuquinas 1A y 1B y el gen de la
proteina tau (MAPT), entre otros setenta genes mas. El hallazgo de mutaciones en el
gen MAPT reduce su capacidad para interactuar con los microtubulos promoviendo

la aparicién de neurodegeneracion.

2.7.1. La Apolipoproteina E

La Apolipoproteina E es una proteina plasmatica transferible de origen hepatico y

neuronal, que forma parte de las lipoproteinas situandose en su superficie. En su
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estado libre de lipidos, 1a ApoE es un polipéptido de 299 aminoacidos que posee
dos dominios separados: la region aminoterminal (entre los aminoacidos 1 a 191)
en la cual se encuentra el sitio activo y esta plegada como un haz con cuatro hélices
antiparalelas, y la region carboxi-terminal (aminoacidos 225-299) que es una hélice
a (una cara con residuos polares y otra con residuos apolares), donde se encuentra
el sitio de union a lipidos (Utermann y col., 1977; Zannis y col, 1981; Mahley y col.
2009).

El gen ApoE situado en el cromosoma 19 es polimorfico. Los tres alelos mas
comunes del gen de Apo E son €2, €3 y €4, los cuales producen tres isoformas de la
proteina, llamadas E2, E3 y E4. Estos tres alelos diferentes son heredados de forma
codominante dando como resultado seis genotipos: E2/2, E3/2, E3/3, E3/4, E4/4,
E4/E2. El genotipo E3/E3 es el mas comun, con una frecuencia poblacional del 77%

(Mahley y col., 2009).

2.7.2. Acciones de la Apolipoproteina E

La ApoE, tras ser sintetizada en el higado, se secreta a la circulaciéon sistémica
incorporada a las lipoproteinas de baja densidad (LDL), VLDL y una subclase de
lipoproteinas de alta densidad. En sangre, parte de esta ApoE se transfiere a los
quilomicrones. La ApoE regula el transporte de colesterol y lipidos en todo el cuerpo
y media en la eliminacién de las lipoproteinas del plasma por el receptor de LDLR y

otros receptores relacionados presentes en el higado (Zlokovic, 2013).

Ademas de su importancia en el metabolismo de los lipidos a nivel sistémico, su
presencia es fundamental en el SNC al regular el metabolismo lipidico a nivel

cerebral, la funcién sinaptica y presentar un papel fundamental en el mantenimiento

61



INTRODUCCION

62

y la proteccion neuronal (Verghese y col, 2011; Wisdom y col, 2011; Zlokovic,
2013). La ApoE no es capaz de atravesar la BHE, y por ello se sintetiza en células
gliales, principalmente en los astrocitos (Kim y col., 2009), aunque en determinadas
condiciones fisiolégicas y patoldgicas, la microglia y las neuronas pueden
sintetizarla (De Mattos y col., 2001; Aoki y col.,, 2003). Ademas de ser un regulador
esencial del metabolismo del colesterol en el cerebro, la ApoE tiene un papel muy
importante en el aclaramiento del péptido Af, ya que, debido a su afinidad inherente
por este péptido, se encarga de su absorcion y eliminacién, evitando asi su

acumulacion (Herz, 2001; Kuszczyk y col., 2013).

En cerebros de pacientes con la EA, las concentraciones elevadas del péptido A
interfieren con la funcién transportadora de lipidos de la ApoE en el cerebro
(Tamamizu-Kato y col., 2008). A su vez, un desequilibrio en el transporte lipidico en
el SNC contribuye al desarrollo de la EA, dando lugar a la generacién de un circulo

vicioso (Shobab y col., 2005; De Chaves y Narayanaswami, 2008).

Las isoformas de la ApoE actian de forma distinta en la regulacién de la agregacion,
la absorcidn, la degradacion y el aclaramiento fagocitico de Af3 en el cerebro. Asi
mismo, cada isoforma tiene funciones diversas en la regulacién del transporte
cerebral de lipidos, el metabolismo de la glucosa, la funcién mitocondrial y la
modulacion de la plasticidad neuronal (Igbavboa y col.,, 2002; Verghese y col., 2013;
Scheltens y col, 2016). En concreto, la isoforma ApoE4 interfiere con el
aclaramiento del péptido AB (Castellano y col,, 2011) y facilita su transformacion en
fragmentos neurotoxicos (Mahley y Huang, 2012). El riesgo de padecer la EA
aumenta mas de un 50% a lo largo de la vida en los individuos homocigotos de

ApoE4 y el 30% en heterocigotos de ApoE4 y ApoE3 (Genin y col,, 2011).
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2.8. Alteraciones cerebrovasculares en la enfermedad de

Alzheimer

Es un hecho bien establecido que las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo
la EA, estan asociadas con la aparicion de la disfuncion microvascular, el aumento de
la permeabilidad de la BHE y diversos factores de riesgo cardiovascular, como la
alteracion del metabolismo lipidico o la diabetes mellitus (Bell y col., 2010; Zlokovic,

2011; Caiy col,, 2015; Halliday y col., 2016).

En condiciones fisiolégicas, las células endoteliales cerebrales de la BHE, que
recubren el sistema vascular cerebral, presentan uniones intracelulares estrechas
que protegen al SNC del acceso de sustancias téxicas y pérdida de la homeostasis
neuronal (Zlokovic, 2011; Chekhonin y col., 2012). Para llevar a cabo esta funcion, la
BHE requiere un sustrato anatémico llamado unidad neurovascular. La unidad
neurovascular comprende: a) las células vasculares: incluyendo las células del
endotelio y murales, tales como pericitos de los capilares cerebrales (arteriales y/o
venosos) y las células de musculo liso vascular; b) células gliales: astrocitos,
microglia y oliogodendroglia y c) neuronas (Zlokovic, 2011; Chekhonin y col., 2012).
Las células endoteliales de los capilares cerebrales estan conectadas formando una
membrana celular continua que subyace a la BHE (Zlokovic, 2013). Los pericitos
regulan la permeabilidad de la BHE y desempefian un papel importante en el
mantenimiento de la integridad cerebrovascular a nivel de los capilares del cerebro,
evitando la entrada de diversas macromoléculas potencialmente neurotoxicas y
vasculotoxicas, como el glutamato o el péptido Af3, desde la sangre al SNC (Bell y col,,

2010; Zlokovic, 2013).
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En condiciones patologicas, como en la EA, se produce una alteracion
cerebrovascular con degeneracion del endotelio capilar cerebral, una reduccion de
la unién entre las proteinas endoteliales, engrosamiento de la membrana basal de
los capilares y degeneracion de las pequefas arterias cerebrales. Todo ello
contribuye a la reduccion del flujo sanguineo cerebral y la alteracion de la funcion de
la BHE (Cai y col., 2015). Estos cambios microvasculares producen una disminucién
del suministro cerebral de oxigeno y diversos nutrientes, contribuyendo al dafio
neuronal y pérdida del volumen cerebral. Ademas, los depodsitos amiloideos
vasculares endurecen las paredes del vaso sanguineo produciendo una angiopatia
amiloide cerebral, caracteristica de la EA, comprometiendo aiin mas la capacidad

cognitiva en estos pacientes (Scheltens y col., 2016).

2.8.1. Alteraciones del metabolismo lipidico

La alteracion del metabolismo lipidico se ha asociado con muchos trastornos
neurodegenerativos tales como la EA, la enfermedad de Niemann-Pick tipo C, el
sindrome de Smith-Lemli-Opitz, la enfermedad de Hungtington y la enfermedad de
Parkinson (Goedeke y Fernandez-Hernando, 2014, Sato y Morishita, 2015; Saher y
Stumpf, 2015; Leoni y Caccia, 2015). Esto es debido a que niveles elevados de
colesterol y triglicéridos en sangre se relacionan de forma directa con eventos
vasculares y dafios en la integridad de la BHE, incrementando el dafio neuronal en
pacientes con la EA (Sato y Morishita, 2015).

Numerosos estudios del genoma humano han identificado, ademas de la ApoE,
nuevos genes de riesgo para la EA que pueden afectar directamente al metabolismo

lipidico (Hollingworth y col., 2011; Olgiati y col., 2011; Sato and Morishita, 2015), al
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sistema vascular cerebral y al aclaramiento vascular del péptido A (Tanzi, 2012).
Concretamente, los genes implicados en la biosintesis de colesterol (24-
dihidrocolesterol-reductasa, DHCR24) y en el flujo de salida de éste de la célula
(transportador ABCA1) se han asociado con el desarrollo de los dafios neuronales
caracteristicos de la EA (Goedeke y Fernandez-Hernando, 2014; Sato y Morishita,

2015).

3. El ratéon ApoE-/- como modelo de la Enfermedad de

Alzheimer

Los ratones deficientes en la ApoE (ratones ApoE~/-) son un modelo experimental
idoneo para estudiar la patogénesis de la EA (Genis y col,, 1995; Avdesh y col., 2011;
Jansen y col, 2014; Lane-Donovan y col, 2016; Leung y Jia, 2016). Fueron
desarrollados en un principio para realizar estudios de patogénesis de la
aterosclerosis, dado que desarrollan lesiones vasculares muy similares a las que se
encuentran en pacientes (Meyrelles y col,, 2011). Por tanto, son un modelo animal
idoneo para estudiar las consecuencias de un desequilibrio lipidico en la funcién
cerebral (Jansen y col, 2014; Leung y Jia, 2016).

La deficiencia de la ApoE favorece el desarrollo de disbetalipoproteinemia,
disfuncién microvascular, desintegracion neurovascular y alteracion en Ia
integridad de la BHE (Wangy col., 2011). Ademas, la deficiencia de ApoE incrementa
la acumulacion del péptido AP, que influye directamente en la progresion de la EA
(Wang y col.,, 2011). Esto favorece el inicio de la cascada amiloide y la formacion de
ovillos neurofibrilares caracteristicos de esta patologia. Ademas, en los ratones

ApoE-/-, 1a expresion de la de la proteina tau fosforilada estd aumentada (Rahman y
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col,, 2005), favoreciendo una mayor peroxidacion lipidica, acumulacion del péptido

ABy el estrés oxidativo en el SNC (Lomnitski y col., 1997; Shea y col., 2002).

Asi mismo, se ha observado que una ingestion elevada de grasa agrava el deterioro
cognitivo en ratones ApoE-/-. Esto es debido a que al estar inhibidos los mecanismos
compensatorios de neuroinflamacién y neurogenesis (Janssen y col, 2016),
muestran una pérdida significativa de sinapsis y desarrollan la disfuncién cognitiva
consecuente (Avdesh y col., 2011; Lane-Donovan y col., 2016). Ademas, este modelo
animal alimentado con una dieta rica en grasa presentan una regeneracion neuronal
anormal después de lesiones en el hipocampo (Genis y col., 1995), un elevado estrés
oxidativo, asi como la activacion de células gliales y procesos inflamatorios
exacerbados (Crisby y col, 2004; Rahman y col, 2005). Por ultimo y como
consecuencia, presentan un proceso neurodegenerativo con una atrofia cerebral que
llega a la muerte (Masliah y col., 1995; Montine y col,, 1999; Rahman y col., 2005).
Por tanto, el raton ApoE-/- alimentado con una dieta rica en grasa constituye un

modelo relevante para estudiar el desarrollo de la EA (Janssen y col.,, 2014).

4. Tratamientos de la Enfermedad de Alzheimer

Actualmente no hay ningiin método terapéutico o preventivo eficaz y contrastado
que evite la aparicion o el desarrollo de la EA. Es patente el fracaso terapéutico de
los farmacos que activan directamente los receptores colinérgicos y la eficacia
parcial de los inhibidores de la acetilcolinesterasa, asi como de la memantina
(bloquea de forma no competitiva el receptor glutamatérgico NMDA), los

inhibidores de la y-secreteasa, las estatinas y la inmunizacion activa con Af o pasiva
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con anticuerpos (Holstein, 2000; Contestabile, 2011; Garcés y col., 2016). Por esta
razon se requiere buscar nuevas perspectivas terapéuticas o preventivas para esta
patologia, en busca de medicamentos mas efectivos para ralentizar su evolucion y
minimizar sus sintomas, permitiendo alargar la supervivencia y la calidad de vida de
los pacientes tras el diagnostico (Garcés y col.,, 2016; Lee y col., 2016).

Recientes ensayos clinicos apuntan al acido docosahexaenoico (DHA), como una
posible alternativa terapéutica o profilactica enfocada en una gran parte de la
poblacién con problemas cognitivos leves (Yurko-Mauro y col, 2010), junto con
varios factores de riesgo de demencia y de la EA (Yurko-Mauro y col., 2010; Weiser y

col, 2016).

5. El &cido docoxahexaenoico

El 4cido docoxahexaenoico (DHA) es un acido graso poliinsaturado de cadena larga
de la serie omega-3 (C22H3202) presente en los alimentos procedentes del medio
acuatico, incluyendo aceites de algas microscopicas, pescados grasos (especialmente
salmén, caballa, sardinas, arenque, etc.) (Weiser y col., 2016). El DHA jug6 un papel
importante en la evolucién humana, debido a que el aporte de éste en la dieta
coincidio con cambios estructurales significativos en el encéfalo y un aumento de las

habilidades cognitivas (Broadhurst y col., 1998; Crawford y col., 1999).

OH = = X

Figura 3. Estructura quimica del DHA (22:6n-3)
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Existe mucha informacion sobre el papel de la nutricion en el desarrollo cerebral y
por lo tanto, en la funcion del SNC y el rendimiento mental de los seres humanos. El
funcionamiento adecuado del cerebro tiene una dependencia del mantenimiento de
su composicidn lipidica éptima (Bryan y col., 2004). Actualmente, el cambio de las
dietas modernas hacia la reduccién de la ingesta de AGPI n-3 y el aumento del
consumo de AGPI n-6, combinado con una menor actividad fisica, ha tenido un
impacto perjudicial en el desarrollo y el envejecimiento cerebral, principalmente en

la funcién cognitiva (Weiser y col., 2016; Bryan y col., 2004).

El cerebro es un o6rgano rico en lipidos, que consume mas del 20% de la energia
producida en el organismo pero que supone so6lo el 2% de la masa corporal. Mas de
la mitad de su peso seco esta constituido por lipidos con un contenido muy elevado
de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) omega-3 (n-3) de cadena larga. Esto sugiere
que los AGPI n-3 presentan un papel clave en el desarrollo, maduracién y

envejecimiento de las estructuras y redes neurales (Weiser y col., 2016).

Entre los lipidos cerebrales se encuentran concentraciones elevadas de palmitato
(16:0), acidos araquidénico (AA, 20:4 n-6) y docosahexaendico (DHA, 22:6 n-3),
pero reducidas de otros AGPI n-3, como el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3)
(Orry col, 2013; Dyall, 2015; Weiser y col,, 2016). Asi, el DHA es cuantitativamente

el AGPI n-3 mas importante del cerebro (Brenna y Diau, 2007; Chen y col., 2013).

Todos los AGPI n-3 se puede sintetizar de forma endogena a partir del acido a-
linolénico (ALA, 18:3 n-3), a través de una serie de reacciones de desaturacion,
elongacion y, en ultima instancia, reacciones de B-oxidacion (Gregory y col., 2011;
Dyall, 2015). Sin embargo, la sintesis endégena de EPA, DPA y DHA en cerebro es

muy reducida (Eaton y col, 1996; Reddy y Hashimoto, 2001; Demar y col., 2005;
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Demar y col., 2006). Por ello, el cerebro mantiene los niveles de estos acidos grasos
mediante los AGPI n-3 procedentes de la dieta principalmente (Ouellet y col., 2009;
Chen y Bazinet, 2015). En la actualidad no esta claro por qué los fosfolipidos
cerebrales necesitan estar enriquecidos especificamente con DHA, pero esta
demostrado que el enriquecimiento especifico de DHA supone una necesidad para la

funcion neuronal correcta (Dyall, 2015).

Aunque el DHA se puede sintetizar de novo de forma enddgena en el higado, se
podria considerar que es un nutriente esencial, debido a la escasa actividad de las
enzimas A5-desaturasa y A6-desaturasa, necesarias para su biosintesis. Ademas, en
humanos la ingesta del precursor del DHA, el ALA, no incrementa las
concentraciones de DHA plasmatico (Arterburn y col,, 2006; Brenna y col., 2009; Lin
y col, 2010). También hay que tener en cuenta la competencia que existe entre el
DHA y los AGPI n-6 al formar parte de los tejidos periféricos y neurales, como por
ejemplo con el acido linoléico (LA, 18:2 n-6). El LA, presente en elevadas cantidades
en los aceites de girasol y soja, se consume en cantidades muy altas en las dietas
actuales, lo que exacerba la incorporacion de AGPI n-6 a los tejidos, en detrimento
de los AGPI n-3 (Emken y col.,, 1994). La relacion 6ptima de AGPI n-6/n-3 es 2:1 o
inferior, mientras que en la dieta occidental actual estd normalmente en el rango de
entre 10:1 y 25:1 (Simopoulos, 2011). En la actualidad se recomienda el consumo de
250 a 500 mg de DHA por dia (WHO, 2010; Aranceta y Pérez-Rodrigo, 2012), pero la
mayoria de la poblacion no consume suficientes AGPI n-3, siendo la ingesta diaria
occidental aproximadamente de 100 mg por dia de DHA (Blasbalg y col., 2011;
Salem y Eggersdorfer, 2015). Numerosos estudios demuestran que es necesario
aumentar la ingesta en la dieta de DHA, para alcanzar y mantener sus

concentraciones cerebrales ideales y las funciones beneficiosas neuroldgicas

69



INTRODUCCION

70

relacionadas con este acido graso (Barcelo-Coblijn y col, 2009; Salem vy

Eggersdorfer, 2015).

5.1. El DHA en el sistema nervioso central

Mas del 90% de los AGPI n-3 en el cerebro, y del 10% al 20% de sus lipidos totales
estan constituidos por DHA y se concentra principalmente en la materia gris
(Brenna y Diau, 2007; Chen y Subbaiah, 2013; Pan y col, 2015). El DHA se
incorpora a los fosfolipidos de membrana, desde donde se libera al espacio
intracelular, ejerciendo multiples acciones beneficiosas sobre el SNC (Vandal y col,,
2014; Chen y col., 2015). Este acido graso se almacena principalmente en los
fosfolipidos fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, y en cantidades mas pequeias
también se encuentra en la fosfatidilcolina (Weiser y col., 2016). La concentracion
de DHA en el cerebro disminuye con la edad, coincidiendo con una disminucién
paralela en el volumen total de materia gris (McNamara y col, 2008). Esta
disminucidn puede deberse en parte a los cambios en las enzimas responsables de la
acumulacion de DHA en los fosfolipidos (Giusto y col., 2002) o a los cambios en su
metabolismo (Plourde y col,, 2011). Estudios en humanos demostraron que un
aumento en la ingesta de AGPI n-3, principalmente de DHA, durante el desarrollo y
en la edad adulta, evitaba la pérdida de materia gris en la corteza del cingulo
anterior, la amigdala y el hipocampo (Conklin y col,, 2007) y se relacionaba con un
incremento de volumen de las regiones cerebrales responsables de la cognicion

(Rajiy col, 2014).



INTRODUCCION

5.2. El DHA y su papel en la Enfermedad de Alzheimer

La relacién entre la diminuciéon del DHA cerebral y el desarrollo de la EA esta
ampliamente demostrada (Grimm y col, 2011; Igarashi y col.,, 2011). Aln asi, el
papel del DHA en el envejecimiento y en la EA es un area de investigacion emergente
y que necesita mas trabajos clinicos, dado que los resultados hasta ahora son
limitados pero prometedores (Weiser y col.,, 2016). La utilizacion del DHA como
herramienta en la prevencion de la EA esta cobrando mucho interés en la actualidad
y existe una recomendacion generalizada de su consumo para paliar los dafos
neurolégicos producidos por esta patologia (Yurko-Mauro y col., 2010, Grimm y col.,,

2017).
5.2.1. E1 DHA y su efecto en la cascada amiloidea

En la EA, los agregados extraneuronales de péptido A3 presentan multiples dafios en
el SNC como hemos citado anteriormente. Por tanto reducir las placas de Af supone
un objetivo terapéutico fundamental. El cerebro de estos pacientes presenta una
disminucidn en el contenido de DHA en las balsas lipidicas neuronales de la corteza
(Martin y col.,, 2010), favoreciendo la interaccidon entre la APP y la (B-secretasa y
fomentando la amiloidogénesis (Hashimoto y col., 2015). Estudios previos han
descrito que el DHA puede reducir la acumulacién extraneuronal del péptido Af ya
que inhibe la actividad de la (3-secretasa (Grimm y col, 2011; Gu y col, 2012;
Hashimoto y col, 2015). Por tanto, el aumento de las concentraciones de DHA
cerebrales parece reducir la formacidon de agregados Ap, ralentizando la cascada
amiloidea y reduciendo los dafios neurolégicos (Grimm y col.,, 2011; Gu y col., 2012;

Hashimoto y col., 2015).
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5.2.2. El DHA y su proteccion frente a la inflamacién y el estrés

oxidativo

Con el envejecimiento, tanto en el SNC como en el sistema inmunolégico, estan
exacerbados tanto el estrés oxidativo como los procesos inflamatorios (Vida y col,,
2014), lo que aumenta el riesgo de desarrollar un proceso neurodegenerativo como
la EA. En este sentido, el DHA ha mostrado efectos en la prevencion y resoluciéon de
la neuroinflamacidn y el estrés oxidativo, y en la mejora de la actividad y el nimero
de las sinapsis (Weiser y col.,, 2016). Esto se debe a que del DHA derivan unos
mediadores especializados pro-resolucion de la inflamacién (SPMs), que se
encuentran reducidos en los enfermos con la EA (Wang y col, 2015). Los SPMs,
como protectinas, resolvinas serie-D y maresinas, se sintetizan a partir del DHA via
ciclooxigenasa (COX) y lipoxigenasa (LOX) y tienen un potente efecto
antiinflamatorio (Kiecolt-Glaser y col.,, 2011; Serhan y col., 2015; Bouwens y col,,
2010). Ademas, el DHA es capaz de estimular a la microglia para fagocitar el péptido
AR, reduciendo su acumulacion y la inflamacion y oxidacion asociadas a ésta (Hjorth
y col,, 2013).

Por otro lado, el DHA puede también promover la reparacion y el crecimiento de las
neuronas cuando se produce un aumento del estrés oxidativo, controlandolo y
reduciendo los procesos apoptéticos y los dafios neuronales caracteristicos de esta

patologia (Darios y Davletov, 2006).

5.2.3. El DHA y la funcién cognitiva

Existen diversas facetas que constituyen el proceso psiquico de la cognicion. Estas

incluyen la atencidén, la memoria (a corto y a largo plazo), la percepcidn, el lenguaje,
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la resolucion de problemas, la comprension, el razonamiento, el calculo, la lectura y
el habla. La capacidad cognitiva de los seres humanos es sin duda la mas avanzada
en todo el reino animal. Tal diferencia se cree que es debida a una corteza cerebral
muy desarrollada, particularmente el cortex prefrontal y parte del sistema limbico,
regiones cerebrales muy importantes para la cognicién y la memoria (Weiser y col,,
2016). Los ldbulos frontales y areas limbicas del cerebro son particularmente
sensibles a la disponibilidad de DHA durante su desarrollo (Goustard-Langelier y
Guesnet, 1999). Estas areas cerebrales intervienen en las funciones cognitivas de
orden superior, incluida la atenciéon sostenida, la memoria, la planificacion,
orientacion y la resolucion de problemas (Anderson y col, 1998). Por tanto, es
esencial mantener una composicion lipidica 6ptima en estas regiones cerebrales, y
especificamente de los niveles de DHA, durante el desarrollo y maduracion del
cerebro, desde la gestacion hasta la infancia y adolescencia (Kuratko y col., 2013;
Stonehouse, 2014), asi como durante el envejecimiento del cerebro adulto
(Cederholmy col., 2013; Salem y col., 2015).

El DHA estd implicado en procesos de neurogénesis, neurotransmisién y
supervivencia celular. Contribuye también a aumentar la fluidez de la membrana
celular y mantener el correcto funcionamiento de los receptores de la membrana
celular (Fleith y Clandinin, 2005; Belkouch y col., 2016; Kitajka y col, 2004).
Ademas, el crecimiento de neuritas en regiones cerebrales como el hipocampo,
requiere la acumulacién de lipidos en las nuevas membranas, y el DHA ayuda a
organizar las balsas lipidicas de las membranas introduciendo colesterol. (Stillwell
y col.,, 2005; Jin y col, 2012; Belkouch y col, 2016). Este hecho es esencial en
procesos como el aprendizaje y la consolidacién de la memoria (Calderon y Kim,

2004; Cao y col,, 2009).
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El DHA facilita también los procesos involucrados en la plasticidad neuronal, que es
esencial para llevar a cabo un aprendizaje adecuado y mantener una correcta
funcionalidad de la memoria (Boneva y Yamashima, 2012; Gururajan y van den

Buuse, 2014).

5.2.4. El DHA y las alteraciones cerebrovasculares

El cerebro es el érgano mas perfundido del cuerpo humano, y las enfermedades
cardiovasculares, asociadas con el envejecimiento, aumentan el riesgo de
desarrollar patologias como la demencia y concretamente la EA (Roher y col., 2012).
La reduccion del flujo sanguineo cerebral y las patologias vasculares estan
estrechamente ligadas al desarrollo de 1a EA (Roher y col., 2012). En este sentido, los
beneficios cardiovasculares del DHA mejoran la perfusidon cerebral. Entre estos
beneficios se incluyen: la disminuciéon de la presién arterial, la reduccion de la
vasoreactividad, la disminucion de los niveles de colesterol y la sintesis hepatica de

TG y por ultimo, la reduccion de la agregacion plaquetaria (Mozaffarian y Wu, 2012).

En las etapas finales de la EA, los dafios producidos por esta patologia son
intratables e irreversibles, por lo que debe hacerse hincapié en el uso de terapia
profilactica y precoz del DHA (Janssen y Kiliaan, 2014; Scheltens y col., 2016;

Puscedduy col., 2016).

A pesar de todos estos beneficios demostrados del DHA, existe controversia en los
resultados obtenidos en los ensayos clinicos realizados. Esto podria deberse a la
presencia de otro acido graso en los suplementos nutricionales a base de DHA, el

acido fitanico, que presenta un potente efecto neurotoéxico.



INTRODUCCION

6. El acido fitanico

El acido fitanico (C20H4002) es un acido graso saturado de cadena larga ramificada,
procedente del fitol. El fitol es un alcohol muy abundante en la naturaleza,
componente de la clorofila presente en hojas verdes de plantas y arboles. El sistema
digestivo humano no es capaz de escindir el fitol del anillo porfirinico de la clorofila,
pero las bacterias del rumen de los rumiantes, asi como en el zooplancton marino, si
son capaces de realizar esta accion. En estos animales, el fitol liberado por las
bacterias se puede convertir posteriormente en un acido graso saturado de cadena
ramificada, el acido 3, 7, 11, 15-tetrametil hexadecanoico o acido fitanico (AF). Por
lo tanto, la carne y los productos lacteos de los rumiantes son fuentes ricas de AF
(Wanders y col.,, 2011). Ademas, el zooplancton es consumido por los animales
herbivoros acuaticos, haciendo asi que el fitol esté presente en todos los animales
del ecosistema marino. Esto da lugar a la presencia de valores considerables de AF
en los niveles superiores de la cadena alimentaria marina, como moluscos, peces,
ballenas, etc. y en particular en las grasas y aceites derivados de estas especies
(Wanders y col.,, 2010). En los seres humanos, la mayor parte del AF plasmatico

proviene del ingerido con la dieta (Hellgren, 2010).

OH

AN AN

Figura 4. Estructura quimica del acido fitanico (C20H4002)

El AF, a diferencia de otros acidos grasos, no puede someterse al proceso de

B-oxidacidon, debido a la presencia del primer grupo metilo en la posicién 3 de la
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cadena carbonada. En su lugar, el AF inicia su metabolizaciéon en los peroxisomas
mediante el mecanismo de a-oxidacion, transformandose en el acido pristanico (2,
6, 10, 14-tetrametil pentadecanoico) y una molécula de CO;. El pristanico es un
acido graso que puede sufrir los ciclos secuenciales de la [-oxidacion en los
peroxisomas y las mitocondrias (Wanders y col.,, 2010; Wanders y col., 2011). La
aparicion de trastornos peroxisomales da lugar a niveles elevados de AF en los
tejidos y fluidos corporales que desencadenan procesos patoldgicos, como el
sindrome de Zellweger o la enfermedad de Refsum (Wierzbicki, 2007; Van
Veldhoven, 2010). Los pacientes con la funcion de los peroxisomas alterada y
metabolismo aberrante de AF, experimentan con frecuencia complicaciones clinicas
graves, que varian desde trastornos neuroldgicos a problemas cardiovasculares
(Wanders, 2001; Wierzbicki, 2004). Se ha demostrado, que en condiciones
fisiologicas, un aumento de las concentraciones de AF, aunque sea pequeifio, tiene
numerosos efectos perjudiciales en el SNC (Schonfeld y Wojtczak, 2007; Busanello y

col, 2013).

6.1. Efectos neurotoxicos del acido fitanico

Con el fin de explicar las propiedades toxicas del AF, se propusieron inicialmente
dos mecanismos posibles (Steinberg, 1995). El primero, llamado hipdtesis de la
distorsion molecular, propone que la toxicidad del AF es el resultado de su
incorporacion a las membranas alterando algunas de sus propiedades, como la
disposicion de los lipidos y la interaccion entre lipidos y proteinas. El AF reduciria la
fluidez de las membranas y la plasticidad neuronal, alterando el correcto

funcionamiento de las neuronas (Van der Brink y Wanders, 2006; Wanders y col,,
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2010). Y el segundo, la hipdtesis anti-metabdlito, basada en que la estructura
molecular del AF muestra similitudes con las vitaminas A, E, K, y el geranilgeraniol,
por lo que el AF podria actuar como un anti-metabolito con respecto a estos
isoprenoides. El hecho de que las graves deficiencias Vitamina E se asocien con
procesos degenerativos en retina y tejido neuronal, similares a los producidos por
niveles elevados de AF en el organismo, se ha tomado como argumento a favor de
esta hipdtesis anti-nutriente, aunque la evidencia experimental apoyando a esta

teoria es escasa (Wanders y col., 2010).

Actualmente, diversos autores han demostrado que el AF ejerce multiples efectos en
diferentes objetivos celulares (Kitareewan y col, 1996; Lemotte y col, 1996;
Ellinghaus y col, 1999; Zomer y col,, 2000), y que afecta a la dinamica de los
fosfolipidos en las membranas, asi como al estado fisico de las proteinas de
membrana (Schonfeld y Struy, 1999). Ademas, en el SNC, la incorporacion de acidos
grasos de cadena larga ramificada, como el AF, a las membranas neuronales supone
una falta de respuesta de los factores neurotroficos, como el BDNF, un aumento de la
permeabilidad de los canales de calcio y un incremento de la muerte neuronal
(Powers, 2001). EI AF se incorpora también a las membranas de la glia, aumentando
su permeabilidad al calcio extracelular. Este hecho aumenta la produccién de EROs,

y favorece la aparicion de inflamacién en el SNC (Gutknecht, 1988).

Pero el AF, no solo se incorpora a las membranas celulares, sino también a las
membranas mitocondriales alterando su funcién, hecho que se asocia con varias
enfermedades neurodegenerativas como la EA (Schonfeld y Struy, 1999). El AF
presenta un efecto protonoéforo, ya que desacopla la enzima ATP-sintetasa de la

cadena respiratoria de transporte de electrones, reduciendo asi la generacion de
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ATP y deteriorando la funcion sinaptica (Komen y col., 2007; Schonfeld y Wojtczak,
2007; Busanello y col., 2013), incluso con concentraciones muy bajas de AF (umol)
(Schonfeld y Reiser, 2006; Grings y col,, 2012). Dado que la neurona constituye un
tejido con un alto gasto energético, esta disminucién de ATP da lugar a un efecto
neurotoxico muy importante (Schonfeld y Bohnensack, 1997; Schonfeld y Reiser,
2016). Como consecuencia de la disminucion del transporte de electrones y el
aumento de la permeabilidad al calcio de las membranas mitocondriales, aumenta la
generacion de EROs en las neuronas, el estrés oxidativo en el SNC y los procesos
apoptdticos o de muerte neuronal (Zomer y col, 2000; Schonfeld y col., 2006;

Ronicke y col.,, 2009; Schonfeld y Reiser, 2016).

En base a los diversos estudios, cuando el tejido neuronal se enriquece con AF,
aparecen multiples perturbaciones directas en la funcién neuronal, glial y
mitocondrial, favoreciendo el desarrollo de procesos neurodegenerativos. Los
suplementos nutricionales de DHA presentan un 1% de AF en su composicion, y por

ello podrian no haber sido efectivos en los ensayos clinicos previo.
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7. Hipotesis

La enfermedad de Alzheimer es una de las enfermedades neurodegenerativas de
mayor incidencia en la actualidad. La busqueda de tratamientos eficaces frente a la
aparicion y el avance de esta patologia requiere la busqueda de nuevas perspectivas
terapéuticas. = Numerosos estudios experimentales apuntan al acido
docosahexaenoico (DHA) como posible protector de la funciéon cerebral y el proceso
neurodegenerativo. Sin embargo, los ensayos clinicos con suplementos de DHA
utilizados para la prevencion o el tratamiento de la EA no han sido concluyentes.
Esta falta de resultados positivos podria deberse en parte, a que los suplementos de
DHA utilizados contienen cantidades elevadas de acido fitanico (AF), un acido graso
con un potente efecto neurotoxico. Por ello, cabria esperar que un DHA con muy
baja concentracion de AF seria capaz de mejorar la funcidn cognitiva y los efectos

neurodegenerativos asociados a la EA.

8. Objetivos

8.1.  Objetivo general

Comparar los efectos de un DHA con baja concentracion de AF con un DHA con alta
concentracion de AF sobre los principales parametros relacionados con el proceso
neurodegenerativo en ratones ApoE”/-, como modelo experimental de la EA, en
ratones C57BL/6, como grupo de referencia, y en cultivos celulares de microglia de

ratén.
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8.2.  Objetivos especificos

1.- Estudiar los parametros relacionados con el proceso cognitivo y la memoria en
ratones alimentados con una dieta enriquecida con un DHA con 50 6 1000 ppm de
AF.

2.- Estudiar la actividad de la B-secretasa en el hipocampo de ratones alimentados
con una dieta enriquecida con un DHA con 50 6 1000 ppm de AF.

3.- Estudiar la expresion proteica del péptido AP, la proteina tau, p-tau y el BDNF en
el hipocampo de ratones alimentados con una dieta enriquecida con un DHA con 50
6 1000 ppm de AF.

4.- Estudiar la expresion proteica de la IL-6, el TNF- a y la iNOS en el hipocampo de
ratones alimentados con una dieta enriquecida con un DHA con 50 6 1000 ppm de
AF. Asi mismo, la expresion proteica de la COX-2, la IL-6, el TNF- a y la iNOS se
determinara en cultivos de microglia activada incubados con un DHA con 50, 100 6
500 ppm de AF.

5.- Estudiar la expresion proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa y
las enzimas antioxidantes SOD 1, catalasa, GPx y GRd en el hipocampo de ratones
alimentados con una dieta enriquecida con un DHA con 50 6 1000 ppm de AF. Asi
mismo, la expresion proteica de dichos biomarcadores, y la produccién del anién
superoxido, seran determinados en cultivos de microglia activada incubados con un
DHA con 50, 100 6 500 ppm de AF.

6.- Estudiar la expresion proteica de la caspasa-3 en el hipocampo de ratones
alimentados con una dieta enriquecida con un DHA con 50 6 1000 ppm de AF. Asi

mismo, la expresién proteica de la caspasa-3 y la supervivencia celular se
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determinaran en cultivos de microglia activada incubados con un DHA con 50, 100 6

500 ppm de AF.
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9. Modelo experimental animal
9.1. Disefno experimental

El estudio se llevé a cabo con 54 ratones macho (Taconic Biosciences Inc.,
Bombholtvej, Dinamarca) de 4 semanas de vida y con un peso inicial de 17+2g. Se
utilizaron dos cepas de ratones: ratones C57BL/6 (Mus musculus) y ratones
transgénicos ApoE deficientes (ApoE-/-), divididos en 6 grupos de 9 ratones cada
uno, tratados con DHA (Natac Biotech, S.L. Madrid, Espafa) con dos
concentraciones diferentes de acido fitanico (AF; Sigma Aldrich Corp., St. Louis,
Misuri, EE.UU.), incluidos en la dieta.
% Ratones silvestres C57BL/6 alimentados con una dieta sintética estandar AIN-
93(G, 6ptima para el crecimiento (Reevesy col. 1997), con un 7% de grasa:
1. Control: grasa de la dieta libre de DHA.
2. DHA+AF 50: grasa de la dieta con un 10% de DHA; 50 mg de AF/kg DHA.
3. DHA+AF 1000: grasa de la dieta con un 10% de DHA; 1000mg de AF/kg
DHA.
% Ratones ApoE /- utilizados como modelo de EA (Avdesh y col, 2011),
alimentados con una dieta sintética enriquecida con un 21% grasa:
4. ApoE /-: grasa de la dieta libre de DHA.
5. ApoE-/-+DHA+AF 50: grasa de la dieta con un 10% de DHA; 50 mg de AF/kg
DHA.

6. ApoE /-+DHA AF 1000: grasa de la dieta con un 10% de DHA; 1000mg de

AF/kg DHA.

A continuacidn, se muestra un esquema de los grupos experimentales (Figura 5).
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Ratones C57BL/6 (dieta AIN-93G) Ratones ApoE”/- (dieta rica en grasa)
Control DHA+AF 50 DHA+AF 1000 ApoE’/- ApoE/+DHA+ ApoE/+DHA+
AF 50 AF 1000

Figura 5. Esquema representativo de los grupos experimentales utilizados en este estudio.

El periodo de evolucion fue de 10 semanas durante las cuales los animales
tuvieron acceso libre al agua y una administraciéon de la dieta controlada y pesada
cada dia, con el fin de conseguir una dosificacion del tratamiento y un aporte de
calorias y nutrientes uniforme en todos los grupos. A lo largo del periodo de

evolucion, los animales fueron pesados semanalmente.

9.2. Formulacion y elaboracién de las dietas

Se formularon y elaboraron dos tipos de dietas sintéticas, en funcion de las
necesidades de cada modelo experimental. En ambas dietas, como fuente de grasa,
se utilizé aceite de oliva refinado (Vinos y Aceites Laguna, S.L. Villaconejos,
Madrid) suplementado en los grupos tratados con 10% de DHA+AF 50 (50 mg de
AF /kg DHA) o DHA+AF 1000 (1000 mg de AF/kg DHA).

Para los ratones C57BL/6 se elabord una dieta tipo AIN-93G (Reeves y col. 1997)
que contenia 70 gramos de grasa por kilogramo de dieta, aproximadamente el 16
% de las calorias aportadas. La elaboracion se llevé a cabo siguiendo la
composicion presente en la Tabla 1, expresada en gramos de producto por

kilogramo de dieta.
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PESO PESO HIDRATO
INGREDIENTES FRESCO  SECO PROTEINA GRASA FIBRA  MINERALES VITAMINAS DE

CARBONO
CASEINA - 200 200 - - - - -
L-CISTINA - 3 3 - - - - -
GRASA 70 70 - 70 - - - -
CELULOSA
MICROCRISTALIN - 50 - - 50 - - -
A
AIN-93G-MX 35 35 - - - 35 - -
AIN-93G-VX 10 10 - - - - 10 -
ALMIDON - 529.5 - - - - - 529.5
SACAROSA - 100 - - - - - 100
TBHQ* 0'21 0.014 - 0.014 - - - -
BITARTRATO DE
COLINA 2.5 2.5 - - - - - -
TOTAL g/kg 1000 203 70 50 35 10 629.5
% de Kcal 20 16 64

Tabla 1. Composicién de la dieta de mantenimiento AIN-93G. *TBHQ: terbutil
hidroquinona.

Los suplementos mineral (AIN-93G-MX) y vitaminico (AIN-93G-VX), asi como
todos los productos utilizados para la elaboracion de la dieta, procedian de Dyets

Inc. (Pensilvania, EE.UU.).

Para los ratones ApoE/-se elabor6 una dieta rica en grasa que contenia 211 g/kg
de dieta, aproximadamente el 41 % de las calorias aportadas. La elaboracién se
llevo a cabo siguiendo la composicion presente en la Tabla 2, expresada en gramos

de producto por kilogramo de dieta.
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PESO PESO HIDRATO
INGREDIENTES FRESCO  SECO PROTEINA GRASA FIBRA  MINERALES VITAMINAS DE

CARBONO
CASEINA - 200 200 - - - - -
L-CISTINA - 3 3 - - - - -
COLESTEROL - 1 - 1 - - - -
GRASA 201 210 - 210 - - - -
CELULOSA
MICROCRISTALIN - 50 - - 50 - - -
A
AIN-93G-MX 35 35 - - - 35 - -
AIN-93G-VX 10 10 - - - - 10 -
ALMIDON - 388.5 - - - - - 388.5
SACAROSA - 100 - - - - - 100
TBHQ* 0'21 0.014 - 0.014 - - - -
BITARTRATO DE
COLINA 2.5 2.5 - - - - - -
TOTAL g/kg 1000 203 211 50 35 10 488.5
% de Kcal 18 41 42

Tabla 2. Composicién de la dieta rica en grasa. *TBHQ: terbutil hidroquinona.

En todas las dietas se mantuvo un ratio de acidos grasos omega 6/omega 3 de 1. El
analisis de los acidos grasos de los aceites utilizados en la elaboracion de las dietas,
se realizd por triplicado siguiendo el método de Folch y col. (1957), segun el
procedimiento normalizado UNE EN ISO 5508:1990. Para ello, se utilizd6 un
cromatégrafo de gases Hewlett-Packard Mod. 5890 serie II (Hewlett-Packard
Pensilvania, EE.UU.), con detector de ionizacion de Illama e inyector

automatico Hewlett-Packard Mod. 7673. (Hewlett-Packard, Pensilvania, EE.UU.).
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9.3.  Alojamiento y manipulacién

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas sobre “Cuidado y
utilizacién de animales de experimentacion”, establecidas por la Union Europea y
recogidos en el Real Decreto 53/2013.

Los animales se mantuvieron las cinco primeras semanas en el animalario de la
Facultad de Medicina de la UCM y las siguientes cinco semanas en el animalario de
la Facultad de Psicologia de 1a UCM, donde se alojaron en locales cerrados con unas
condiciones ambientales controladas, conservando una temperatura constante de
22°C (£2°C) y una humedad relativa éptima (50-60%). Se mantuvo un sistema de
iluminaciéon que modulaba un ciclo de luz-oscuridad de doce horas (8 am-8 pm).

Se realizaron controles semanales del peso corporal de los animales.

9.4. Estudios conductuales

Después de 6 semanas de tratamiento, se realizé una bateria de pruebas para la
determinacion de los perfiles cognitivos y conductuales de los ratones en dias
consecutivos. La duracion de las pruebas fue de 4 semanas. Previamente, los
animales se sometieron a un entrenamiento durante los 7 dias anteriores a las
pruebas, para que se habituaran a la manipulacion. Dicho entrenamiento comenzé
con un acercamiento lento del experimentador, sujetando al animal por la parte
proximal de la cola, tomandolo en la palma de la mano unos instantes y
devolviéndolo suavemente a su jaula.

Todos los estudios conductuales se realizaron durante las 12 horas del periodo de
oscuridad, en las que los ratones se encuentran mas activos y sin que el

investigador conociese la pertenencia de los ratones a los grupos experimentales.

91



MATERIAL Y METODOS

92

Se utilizé una videocamara digital (HDR-CX625B Full, Sony, Madrid, Espafia) para

grabar las diferentes pruebas realizadas en cada uno de los animales del estudio.

9.4.1. Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuatico de Morris evaliia los posibles déficits cognitivos de los
ratones en el aprendizaje y memora espacial, dos tareas que dependen
fundamentalmente de la integridad de la funcion del hipocampo (Morris R., 1984).
Los animales fueron entrenados para localizar una plataforma (de 10 cm de
didmetro) sumergida en el agua 1 cm, en una piscina circular (70 cm de diametro y
20 cm de profundidad; Figura 6). El agua era opaca, tefiida con leche y su
temperatura era controlada frecuentemente para que se mantuviera a 25+1°C
(Vorhees y col. 2006). La sala presentaba sefales visuales como referencia
espacial, que ayudan al animal a orientarse y recordar la situacion de la plataforma

(Giné y col. 2013).

Figura 6. Esquema del equipo utilizado en la prueba del laberinto acuatico de Morris.
Toda la prueba se realiz6 en oscuridad, bajo una luz roja de 60 W, que es invisible
para los ratones. Los animales que no encontraron la plataforma en 60 segundos,

fueron situados en ella durante 15 segundos, para que aprendieran a localizarla.
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Esta prueba consta de tres fases:

1. Primera fase: fase de aprendizaje que durd 5 dias, en la que los ratones
tienen que aprender a orientarse y localizar donde se encuentra la plataforma
ligeramente sumergida. Para ello, se hicieron 4 ensayos con cada ratéon de 5
minutos cada dia, con un intervalo entre ensayos de 15 minutos. En cada ensayo, el
raton se mete en el agua por un cuadrante diferente de la piscina, para evitar que
aprendan el camino, obligarles a situarse en el espacio y a memorizar la ubicaciéon
de la plataforma. Se contabiliz6 la latencia (el tiempo que tardan los ratones en
llegar a la plataforma en cada ensayo).

2. Segunda fase: se realiz6 una prueba de memoria sin plataforma durante 1
minuto por ratén y se grabd en video para analizar posteriormente. En los videos
se analizan tres parametros o variables: 1) la latencia (el tiempo que tardan los
ratones en ir al sitio exacto donde deberia estar la plataforma), 2) el nimero total
de cruces, es decir, las veces que alcanzarian la plataforma y 3) el tiempo de
permanencia, es decir, los segundos que se mantiene el ratén en una circunferencia
imaginaria de 30 cm de diametro alrededor del lugar donde estaria la plataforma.
3. Tercera fase: esta fase dur6 3 dias mas. Se retiraron las referencias
espaciales alrededor de la piscina y se colocé de nuevo la plataforma (Figura 7).
Esta vez la plataforma no estuvo situada en un sitio fijo, sino que se localiz6 en
diferentes cuadrantes, y ademas se le coloco una sefal visual, que en este caso fue
una pelota verde, para que los ratones la localizasen. Se realizaron de nuevo cuatro
ensayos de 5 minutos por cada animal y dia. La finalidad fue comprobar que
ninguno de los ratones tenia dificultades al nadar, que presentaban un aprendizaje

no espacial similar y que mostraban la misma motivacion por escapar del agua.
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Figura 7. Esquema representativo del laberinto acuatico de Morris con una sefial visual en

la plataforma.

9.4.2. Test de campo abierto

La prueba de campo abierto (Pietropaolo y col., 2008) es uno de los test clasicos en
estudios conductuales en el que los animales se exponen a un ambiente nuevo,
abierto e iluminado (Crawley, 1989; Walsh y Cummins, 1976). La conducta de los
ratones esta determinada por su interés y temeridad al explorar los espacios
nuevos y su ansiedad en los mismos (Denenberg y col, 1968; Ferchmin y
Eterovich, 1970; Ray y Hochhauser, 1969; Widmin y Rosellini, 1990). El equipo
usado en este test, ubicado en el animalario de la Facultad de Psicologia, estuvo
formado por seis cajas de plastico blancas individuales (35 x 35 x 40 cm). Las cajas
estaban conectadas a una interfase que permiti6 que los datos de actividad
locomotora horizontal, vertical y total, fueran registrados por un ordenador IBM
PC/XT 1562 (IBM, NY, USA), gracias a las 8 células fotosensibles que present6 cada
caja (Figura 8). Los datos se analizaron mediante un programa informatico

(Software ILA Cibertec S. A. Madrid, Espaiia).
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Figura 8. Esquema representativo del equipo utilizado en el test de campo abierto.

El primer dia se llevé a cabo una habituacion de cada animal a la sala, la caja y la
intensidad de luz donde se realizaria el test, durante 15 minutos. A las 24 horas de
la habituacidn, se realizo el estudio de la actividad locomotora registrando los

movimientos horizontales y verticales de cada animal durante 30 minutos.

9.4.3. Test de natacion forzada

Mediante el test de natacion forzada se induce un estado de animo en los ratones
semejante a la depresion (Porsolt y col.,, 1977). La inmovilidad exhibida por los
animales se ha interpretado de forma clasica como desesperacion conductual,
aunque estudios recientes han determinado que un aumento del tiempo de
inmovilidad de los ratones refleja una mejora en la capacidad de aprendizaje y de
la memoria (Campus y col,, 2015, West y col,, 1990, Enginar y col., 2016).

Los ratones se depositaron individualmente, durante 6 minutos, en un vaso de
precipitados (15 cm de alto y 9 cm de diametro) lleno de agua a 24°C, de forma que

no pudiesen tocar el fondo del vaso con sus patas. Se contabiliz6 el tiempo que se
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mantenian inmoéviles, sin intentar escapar, realizando solo los movimientos

minimos para mantenerse a flote (Overmier y Seligman, 1967).

9.4.4. Test de suspension por la cola

El test de suspension por la cola (Porsolt y col., 1977) es complementario al test de
natacion forzada y también evalta el estado de depresién que puedan presentar
los animales. Los roedores, suspendidos por la cola, tratan de escapar de esta
situacion de forma innata. Sin embargo, después de intentos fallidos, experimentan
desesperacion y se quedan inmdviles (Overmier y Seligman, 1967).

El tiempo que los ratones permanecieron completamente inmdviles, solo con
movimientos respiratorios, se evalué durante 5 minutos. Se considera que la
magnitud de la inmovilidad esta relacionada con el estado depresivo de los ratones
(Porsolt y col,, 1978), o al igual que el test de natacion forzada, con una mejora en

la capacidad de aprendizaje y de la memoria de estos animales.

9.5. Extraccion y conservacion de las muestras

Una vez realizadas las pruebas de conducta, con 14 semanas de edad y tras 18
horas de ayuno, los animales fueron sacrificados por decapitacidon bajo anestesia
via intraperitoneal: Ketamina (Ketolar, Parke-Davis. Pfizer. Dublin, Irlanda) y
Xilacina (Rompun, Lab. Bayer, Leverkusen, Alemania) 80-100 mg/kg + 10mg/kg. A
continuacidn, se extrajeron los hipocampos de los ratones que se congelaron a -
80°C inmediatamente después de la extraccion. Las muestras de sangre se dejaron

reposar durante al menos 2 horas en hielo y a continuaciéon se centrifugaron a
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2000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El suero obtenido se transfirié a tubos de

polipropileono que se congelaron a -80°C hasta su posterior analisis.

9.6. Perfil lipidico, glucosa e insulina séricos

Las concentraciones séricas de colesterol total (CoT), HDL-colesterol (HDL-col),
VLDL-colesterol (VLDL-col), triglicéridos (TG) y glucosa se midieron mediante
técnicas espectrofotométricas, en un autoanalizador (Vitros Fusion 5.1, Diagnostics
OrthoClinical, Johnson & Johnson, Nueva York, EE.UU.).

La concentracion de LDL-colesterol (LDL-col) en suero se obtuvo a partir de la
formula de Friedewald (LDL-col = CoT - HDL - (TG/5)), siendo la concentracion de
TG inferior a 400 mg/dL. Friedewald y col., 1972).

Los niveles de insulina en suero fueron determinados mediante un inmunoensayo
enzimatico (Mercodia High range mouse insulin ELISA, Uppasala; Suecia), técnica
directa de sandwich, en la cual dos anticuerpos monoclonales estan dirigidos
contra determinantes antigénicos especificos presentes en la molécula de insulina.
Durante la incubacidn, la insulina presente en la muestra reacciona con los
anticuerpos anti-insulina conjugados con una peroxidasa. El conjugado unido se
detecta mediante la reaccion colorimétrica con el sustrato 3,3’,5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB). Los resultados se leyeron en un espectrofotometro
(Reader UVM-340, ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria) a una longitud de onda
de 450nm. La sensibilidad periférica a la insulina se evalu6 basandose en el modelo
matematico de la homeostasis (HOMA) (Matthews y col.,, 1985), calculado como el
producto de las concentraciones de insulina (mU/mL) y el nivel de glucosa

(mmol/L) en ayunas, dividido entre 22.5.
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9.7. Actividad de la -secretasa BACE-1

La actividad de la enzima [B-secretasa BACE-1 del hipocampo de los ratones se
analiz6 mediante espectrometria de fluorescencia con un kit comercial Beta
Secretase Activity Assay Kit (ab65357, Abcam, Reino Unido), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Los hipocampos fueron pesados (10mg) y lavados con PBS frio. El tejido se
homogenizé con un homogeneizador de vidrio Dounce (Sigma-Aldrich Quimica. SA,
Madrid, Espafia) y 3 volimenes de un tampdn de extraccidén. Las muestras se
dejaron incubar durante 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 13000 rpm y 4°C,
durante 4 minutos, para eliminar cualquier material insoluble. A continuacion, la
concentracion proteica de las muestras se analiz6 mediante la técnica
colorimétrica de Bradford con el reactivo azul de Coomassie comercial (Thermo
Scientific Inc, Rockford, Illinois, EE.UU.). De esta forma, se afadi6 la misma
concentracion de proteinas de cada muestra a una placa de 96 pocillos con el fondo
oscuro, completando con el tampo6n de extraccion hasta obtener el mismo volumen
en cada pocillo. Para llevar a cabo el analisis, se afiadi6 el tampo6n de reaccion y el
substrato de la 3-secretasa a cada pocillo, ambos reactivos incluidos en el citado kit
comercial. Finalmente, la placa se incub6 a 37°C durante una hora y se leyé la
fluorescencia emitida por cada muestra mediante un lector de microplacas de
fluorescencia Tecan Ultra Evolution (Tecan, Mdnnedorf, Suiza) a una longitud de
onda de excitacion/emisién de 335/495 nm. La actividad de la BACE-1 de cada
muestra de hipocampo, analizada por duplicado, fue proporcional al nivel de la

intensidad de fluorescencia detectada.
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10. Modelo experimental celular
10.1. Linea celular y condiciones de cultivo

Para la realizaciéon de los estudios in vitro se utilizaron células Bv-2, una linea
transformada (v-raf/v-mic) de microglia de raton obtenida a partir de Banca
Biolégica y Cell Factory (Centro di risorse biologiche. IST Istituto Nazionale per la
Ricerca sul Cancro, Génova).

Los ensayos celulares se realizaron en una campana de flujo laminar, con material
estéril y en condiciones que garantizasen la ausencia de contaminacion en el
cultivo. Las células se cultivaron en monocapa con medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.), suplementado con un 10% de
suero fetal bovino (FBS, Gibco, Invitrogen, Carslbad, California, EE.UU.) y

penicilina/estreptomicina 1% (Gibco, Invitrogen, Carslbad, California, EE.UU.).

Figura 9. Imagen de un cultivo de células de microglia de ratéon Bv-2 en pase 5, en
microscopio éptico invertido de contraste de fases.

Los cultivos celulares se mantuvieron en una incubadora (Modelo HERACELL 1504,
Thermo scientific, Roskilde, Dinamarca) a 37°C en una atmosfera saturada de agua

(90% de humedad relativa) con un 5% de CO-.
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Descongelacion de las células

La descongelacién de las células (2e10°6 células/vial) se realiz6 en un bafio de agua
digital (Modelo 601, Nahita, Madrid, Espafia) a 37°C durante un minuto. A
continuacidn se afiadi6 medio completo RPMI 1640 y se centrifugé a 2000 rpm
durante 5 minutos (Centrifuga Beckman, modelo T]-6 con unidad de refrigeracion,
Madrid, Espafia). El pellet obtenido se resuspendi6 en medio completo RPMI 1640
y se sembro en placas P100 estériles de poliestireno de 100mm de didmetro
(Corning, Nueva York, EE.UU.).

Mantenimiento de la linea celular

Para llevar a cabo el mantenimiento y/o expansion de la linea celular se realizaron
subcultivos o pases con una frecuencia de dos dias, por la elevada capacidad
proliferativa del cultivo. Para ello, en cada pase, se realizaba una tripsinizacién con
3 ml de tripsina-EDTA (Gibco, Invitrogen, Carslbad, California, EE.UU.) durante 5
minutos a 37°C y a continuacion se afiadian 3 ml de medio completo RPMI 1640
para bloquear los efectos de la tripsina. Inmediatamente después, se centrifug6 a
2000 rpm durante 5 minutos y se resuspendio el pellet en el volumen deseado de
medio completo RPMI 1640 para sembrar 500.000 células en cada placa P100. Los
cultivos celulares se mantuvieron en todos los experimentos con una confluencia
maxima de un 60%, para prevenir la activacion de la microglia.

Congelacion de las células

Para la congelacion de células, se tripsinizaron con tripsina-EDTA 0.25% durante
5 minutos y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. El pellet obtenido se
resuspendio en 1mL de FBS con dimetil sulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich Quimica.
SA, Madrid, Espafia) al 10%, y se traspasaron a un criovial estéril. Este compuesto

actia como un agente lipofilico que facilita la congelacion posterior, pero a
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temperatura ambiente resulta toxico, por ello es necesario proceder a la
refrigeracion de los crioviales rapidamente a una temperatura de -20°C durante
24 horas. Posteriormente, a una temperatura de -80°C durante otras 24 horas y
por ultimo se almacenaron las muestras en Nz liquido. Estos pasos permiten un
enfriamiento paulatino de las células, preservando asi la integridad de la

membrana plasmatica.
10.2. Ensayos celulares

Los estimulos empleados para la activacion de las células microgliales Bv-2 fueron
los siguientes:

[.  Lipopolisacarido (LPS): Uno de los componentes de la membrana externa
de las bacterias Gram negativas, que actiia como un potente activador de las
células del sistema inmune (L. Quin y col., 2004).

[I. Perdxido de hidrégeno (H202): Radical libre de oxigeno que produce estrés

oxidativo (Yue Yan-Kun y col.,, 2014).

Para seleccionar las concentraciones Optimas de trabajo de los estimulos y los
tratamientos en los experimentos desarrollados con esta linea celular, se realiz6
una dosis respuesta. Las concentraciones de LPS utilizadas en el estudio de dosis
respuesta fueron: 0.01pg/ml, 0.1 pg/mly 1 pg/ml. Las concentraciones de H202en
el estudio de dosis respuesta fueron: 0.06mM, 0.08mM y 0.1lmM de. Las
concentraciones de los estimulos elegidas para el resto de ensayos celulares fueron
aquellas para las que se obtuvo una mayor produccion de anion superoxido
comparado con el grupo control, pero manteniendo una supervivencia celular =

80%. Las concentraciones seleccionadas fueron: 0.1 pg/ml de LPS y 0.08mM de
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H20:. Las células fueron pre-incubadas con el DHA (Aldrich Corp., St. Louis, Misuri,
EE.UU.) y el AF (Aldrich Corp., St. Louis, Misuri, EE.UU.) durante una hora antes de
incubar con los estimulos. Las células fueron co-incubadas con DHA combinado
con 46, 100 6 500 ppm de AF. El DHA se incorporé al cultivo en la cantidad
necesaria para alcanzar una concentracion de 5 pM en medio completo RPMI 1640.
Los grupos experimentales de los ensayos realizados in vitro utilizando como
estimulo LPS fueron los siguientes (Figura 10):
* Control: medio de cultivo.
e LPS: estimulado con 0.1 ug/ml de LPS.
¢ LPS+DHA+46ppmAF: estimulado con 0.1 pg/ml de LPS y pre-incubado con
DHA + 46 ppm de AF.
¢ LPS+DHA+100ppmAF: estimulado con 0.1 pg/ml de LPS y pre-incubado con
DHA + 100 ppm de AF.
¢ LPS+DHA+500ppmAF: estimulado con 0.1 pg/ml de LPS y pre-incubado con

DHA + 500 ppm de AF.

- - -

LPS+DHA LPS+DHA LPS+DHA
+46ppmAF +100ppmAF  +500ppmAF

(

Control LPS
Figura 10. Esquema representativo de los grupos experimentales de células de microglia
de raton estimuladas con LPS.
Los grupos experimentales de los ensayos realizados in vitro utilizando como
estimulo H20: se detallan a continuacion (Figura 11):
* Control: medio de cultivo.

e H,03: estimulado con 0.08mM de H»0-.
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¢ H;02+DHA+46ppmAF: estimulado con 0.08mM de H;0; y pre-incubado con
DHA+ 50 ppm de AF.

¢ H;02+DHA+100ppmAF: estimulado con 0.08mM de H;0: y pre-incubado con
DHA + 100 ppm de AF.

¢ H;02+DHA+500ppmAF: estimulado con 0.08mM de H;0: y pre-incubado con

DHA + 500 ppm de AF.

By Ny Ny N N

H,0,+DHA H,0,4DHA  H,0,+DHA

Control
ontro H,0, +46ppmAF +100ppmAF  +500ppmAF

Figura 11. Esquema representativo de los grupos experimentales de células de microglia
de ratén estimuladas con H305.

10.3. Metodologia experimental

10.3.1. Supervivencia celular

Para la determinacion de la supervivencia celular en los diferentes grupos
experimentales se utilizaron placas de 24 pocillos (Corning, Nueva York, EE.UU.),
en las que se sembraron 500.00 células por pocillo, en 400 pl de medio completo
RPMI 1640. Al cabo de dos dias, se realizo la pre-incubacién de las células con los
tres tipos de DHA. Una hora después, se afiadio el estimulo y se incub6 durante 24
horas. Una vez pasado ese tiempo, se retir6é el medio, se lavaron los pocillos con
PBS y se afiadieron 200 pl de tripsina-EDTA 0.25% a cada pocillo. Se incub¢ la
placa 5 minutos a 37°C y a continuacidn se afiadieron 200 pl de medio completo

RPMI 1640 para bloquear la acciéon de la tripsina. La supervivencia celular se
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valor6 mediante la cAmara de Neubauer (Marienfeld-Superior, Lauda-Kénigshofen,
Alemania). Una alicuota de las células tefiidas con el colorante Trypan-Blue 0.4%
(Sigma-Aldrich Quimica. SA, Madrid, Espafia) se introdujo por capilaridad entre el
cubreobjetos y la cAmara para realizar el recuento de las células presentes en los
cuadrantes de la cAmara con un microscopio éptico invertido de contraste de fases
(Nikon TMS, California, EE.UU.).

El resultado final se expres6 como concentracién de células por mililitro. Cada
condicion experimental se realizd por triplicado. Se cuantific6 la supervivencia
microglial como:

* Numero de células vivas (por ml) = Promedio de células vivas x 10000 / 2

* Numero total de células vivas = Numero de células vivas (por ml) x ml
totales

* 9% Supervivencia = Numero total de células vivas x 100 / Recuento total de

células.

10.3.2. Produccidn de anién superdéxido

Para valorar la produccién de anién superodxido, se utilizo el método del
dihidroetidio (DHE; Invitrogen, Nueva York, EE.UU.), que es un colorante
fluorescente que reacciona con el anidn superdxido como sonda para su deteccion.
Se utilizaron placas de 48 pocillos (Corning, Nueva York, EE.UU.) en las que se
sembraron 25000 células por pocillo, en 200 pl de medio completo RPMI 1640.

Al cabo de dos dias de la siembra se realiz6 la pre-incubacion de las células con los
tres tipos de DHA y una hora después se afiadid el estimulo. Al dia siguiente se

afiadieron 50 pl de DHE a cada pocillo y se incubé 30 minutos en oscuridad a 37°C
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en la incubadora. Una vez pasado ese tiempo, se lavaron los pocillos con PBS y se
observaron en el microscopio electrénico de fluorescencia Leica DMI 3000 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania) a 40 aumentos (Ex561 nm y Em610 nm,)
utilizando los mismos ajustes de imagen en todas las fotos realizadas de las
diferentes condiciones experimentales (Gamma de 1, Ganancia de 1 y pseudocolor
de 706nm).

El analisis cuantitativo de la produccion de anion superoxido se realizé utilizando
un sistema de analisis Leica LAS, 4,3 (Leica AG, Wetzlar, Alemania). Este sistema
calcula las densidades de fluorescencia en color rojo de las imagenes de los
diferentes pocillos de la placa, y se calculan las densidades de fluorescencia

medias. Los resultados se refirieron al grupo control en porcentaje.

11. Estudio de la expresion proteica
11.1. Extraccién de proteinas del hipocampo

Los cerebros de los ratones fueron diseccionados rapidamente una vez realizado el
sacrificio, con ayuda de un bisturi estéril, aislando el hipocampo. Para la extracciéon
de proteinas del hipocampo se utiliz6 el kit comercial Allprep® DNA/RNA/Protein
Mini Kit (Quiagen, Hilden, Alemania) y se siguieron las instrucciones facilitadas por
el fabricante, representadas en la figura 12.

El tejido se homogeniz6 en 400ul de tampon de lisis, con una jeringa de 0,9mm de
diametro, realizando 5 pases a través de ella. Se centrifugaron las muestras a
13000 rpm durante 3 minutos, y se transfirieron a la columna de separacion de
DNA, quedando retenido éste en el filtro. Las proteinas y el ARN fluyeron a través

del filtro y se trataron posteriormente con etanol absoluto para transferirlas a la
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columna de separacion del ARN. En el filtro de la columna qued6 retenido el ARN,
que se eluyo con diferentes tampones proporcionados por el fabricante. Por otro
lado, las proteinas precipitaron con etanol y se diluyeron en otros tampones
también proporcionados por el fabricante. Las proteinas se conservaron a -80 °Cy

se analizaron posteriormente mediante Western Blot.

Afadir
P 500uL
Anadir 400pL v

: Radi etanol<== —
Tampodn de lisis Anadir B -
250ulL
ﬁ DNA etanL:)I ‘T_i Proteina > a) Proteina total

=

a - Precipita  Resuspender

£ _ -
Centrifugar RNA =
A RNA
Homogeneizado proteinas ; 2 % i RNA total
con jeringa Centrifugar  “Centrifugar

Anadir 40ulL agua
libre de RNAsas

Hipocampo

Figura 12. Esquema del procedimiento de extraccion de las proteinas del hipocampo.

11.2. Extracciéon de proteinas de las células Bv-2

Para la extraccion de las proteinas totales de las muestras procedentes de los
cultivos celulares se utilizaron 10 ml del tampdn de homogeneizacion (Tris 20mM,
NaCl 150mM y Triton x-100 al 1%) al que se afadié una mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania). El
procedimiento se realizé en frio. En primer lugar, se lavé la monocapa de células
con PBS frio dos veces y se afadi6 10 ml de PBS. A continuacion, utilizando
levantadores de células de plastico lavados con etanol absoluto entre placa y placa,
se levant6 la monocapa de células. El homogeneizado resultante se centrifug6 a

2000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 85uL del
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tampon de homogeneizado, se agit6 en el vortex durante 30 segundos para facilitar
la ruptura de la membrana plasmatica y la extraccion de las proteinas, y finalmente
se congel6 a -20°C.

Al dia siguiente, se centrifugd a 12000 rpm durante 3 minutos, para eliminar
proteinas asociadas a la membrana plasmatica. El sobrenadante se guardé a -80°C
después de realizar la cuantificacién de las proteinas, para su posterior analisis

mediante la técnica Western Blot.

11.3. Cuantificacién de proteinas

La concentracion de las proteinas del hipocampo y de los cultivos celulares se
cuantific6 mediante la técnica colorimétrica de Bradford con el reactivo azul de
Coomassie comercial (Thermo Scientific Inc, Rockford, Illinois, EE.UU.). En cada
ensayo se realizé una curva patrén, con concentraciones crecientes conocidas de
albumina de suero bovino (BSA, Thermo scientific, Rockford, Illinois, EE.UU.). Se
midié la absorbancia en un espectrofotémetro (Reader UVM-340, ASYS Hitech

GmbH, Eugendorf, Austria) a una longitud de onda de 595nm.

11.4. Electroforesis y transferencia

Las proteinas fueron desnaturalizadas con 10uL del tampén Laemmli, que contenia
dodecilsulfato sodico (SDS) al 20% y f-mercaptoetanol, agentes que
desnaturalizan las estructuras terciarias y secundarias proteicas que no estan
unidas con puentes disulfuro. A continuacidn, se calentaron durante 5 minutos a

95°C en un termobloque (Dry bath FB15103, Fischer Scientific, Madrid, Espafia),
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para una completa desnaturalizacion, que permitié a las proteinas migrar en un
campo eléctrico y separarse segun su masa y tamafio.

Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida-SDS compuestos por un gel
concentrador, que concentro las proteinas de las muestras y un gel separador que
permitié que las proteinas se separasen seguin su tamafio molecular. El porcentaje
de acrilamida del gel separador se elabor6 en funcion de las necesidades de cada
tipo muestral y del tamafio de la proteina a analizar. La electroforesis se llevo a
cabo bajo condiciones reductoras. Se utiliz6 un amperaje constante de 50mA
(PowerPac HC High-Current Power Supply, Bio-Rad Laboratories, California,
EE.UU.).

Tras la separacion de las proteinas presentes en cada muestra, se procedié a la
transferencia de las mismas a una membrana de polivinildifluoruro (PVDF) (Bio-
Rad Laboratories, California, EE.UU.) mediante el paso de corriente eléctrica. Para
ello, se utiliz6 la técnica de transferencia semiseca a un voltaje constante de 20V
(Transfer-Blot turbo transfer system, Bio-Rad laboratories, California, EE.UU.).
Finalizada la transferencia, con el fin de verificar la eficacia del proceso, se realiz6
una tinciéon no permanente de la membrana con rojo Ponceau (Sigma Aldrich
Quimica, Madrid, Espafia). Para la inmunodeteccidn, se bloquearon las membranas
previamente con leche en polvo al 7,5% (p/v) y PBS con tween-20 al 0,05% (v/v),
durante una hora a temperatura ambiente con agitacién suave, de forma que se
saturan todos los sitios inespecificos de union de proteinas en la membrana.
Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios,
detallados en la tabla 3, disueltos en leche en polvo al 5% (p/v) y PBS con tween-
20 al 0,05% (v/v) durante toda la noche a 4°C en agitacién constante. Estos se

unen a la proteina que buscamos de forma especifica.
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ANTICUERPOS PRIMARIOS
ANTICUERPO PROTEINA DILUCION REFERENCIA
A5441, Sigma Aldrich Quimica,
B-actina Beta actina 1:10000
Madrid, Espafia
APP Péptido precursor de f3-amiloide  1:10000 ab32136, Abcam, Reino Unido
AR Péptido f3-amiloide 1:1000 ab2539, Abcam, Reino Unido
Factor neurotrofico derivado del sc-20981, Santa Cruz
BDNF 1:200
cerebro Biotechnology, Alemnia
CaMKII Ca?+/Calmodulina quinasa Il 1:5000 ab52476, Abcam, Reino Unido
Cas-3 Caspasa-3 1:1000 ab2302, Abcam, Reino Unido
Catalasa Catalasa 1:1000 ab76110, Abcam, Reino Unido
COX-2 Ciclooxigenasa 2 1:750 12282 CellSignaling, EE.UU.
Gliceraldehido 3 fosfato D16H11, Cell signaling
GAPDH 1:10000
deshidrogenasa technology, EE.UU.
ab108427, Abcam, Reino
GPx Glutation peroxidasa 1:1000
Unido
ab124995, Abcam, Reino
GRd Glutation reductasa 1:1000
Unido
IL-6 Interleuquina 6 1:100 Ab25072, Abcam, Reino Unido
iNOS Oxido nitrico sintasa inducible 1:300 ab3523, Abcam, Reino Unido
SOD-1 Superdéxido dismutasa 1:2500 ab13498, Abcam, Reino Unido
Subunidad p22phox de la NADH sc-20781, Santa Cruz Biotech,
p22phox 1:500
oxidasa (NOX) EE.UU.
ab109390, Abcam, Reino
p-tau Proteina tau fosforilada Ser396 1:250
Unido
tau Proteina tau 1:5000 ab32057, Abcam, Reino Unido
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa 1:750 ab3467, Abcam, Reino Unido

Tabla 3. Tabla de anticuerpos primarios utilizados en este estudio.
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A continuacidn, se lavaron las membranas para eliminar el exceso de anticuerpos
primarios, y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente en agitacion
constante con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con una

peroxidasa (tabla 4).

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

ANTICUERPO DILUCION REFERENCIA
Anti-Ig G de 1.5000 NA931; GE Healthcare, Reino Unido
raton
Anti-Ig G de 1:5000 NA934: GE Healthcare, Reino Unido
conejo
Anti-Ig G de
1:1000 sc-2020; Santa Cruz Biotech, EE.UU.
cabra

Tabla 4. Tabla de anticuerpos secundarios utilizados en este estudio.

11.5. Western blot

El revelado de las membranas se llevo a cabo mediante una técnica basada en el
meétodo de deteccion de la peroxidasa, utilizando el kit de detecciéon
quimioluminiscente ECL (Millipore, Bedford, Massachusetts, EE.UU.). La deteccién
de quimioluminiscencia y su posterior densitometria y cuantificacion se realiz6
utilizando el sistema informatico GeneGnome5 (Syngene Bio Imaging; Synoptics
Ltd. CB, Reino Unido). Las proteinas constitutivas (-actina y GAPDH se utilizaron
como control de carga. Los resultados se expresaron como % de variacion frente a

los valores del grupo control en unidades densitométricas arbitrarias.
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12. Analisis estadistico

Todos los resultados de este estudio se expresaron como la media * el error
estandar de la media. Las comparaciones de variables individuales se realizaron
mediante un analisis de la varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de
comparacidon multiple de medias (test de Newman-Keuls). Un valor de p menor de
0,05 se consider6 significativo. Todos los analisis y los graficos se realizaron

utilizando el programa Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software Inc. CA, EE.UU.).
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13. Efectos del DHA con baja concentraciéon de AF en
ratones ApoE'/' como modelo experimental de la

Enfermedad de Alzheimer

13.1. Efectos del DHA+AF 50 sobre Ilas alteraciones
cognitivas en comparacion con el DHA+AF 1000 en ratones
ApoE'/'

13.1.1. Laberinto acuatico de Morris

En el laberinto acuatico de Morris se evalud la memoria espacial a largo plazo y el
proceso de aprendizaje de los diferentes grupos de ratones, midiendo el tiempo
que tardan en llegar nadando a una plataforma ligeramente sumergida en el agua
del laberinto.

En la fase I, los ratones ApoE”/- necesitaron un tiempo de aprendizaje
significativamente mayor que los ratones Control, y estas diferencias se hicieron
maximas en el cuarto y quinto dia de la prueba, como se observa en la Figura 13A.
Los ratones ApoE-/-+DHA+AF 50 presentaron una capacidad de aprendizaje mayor
que los ApoE-/- y los ApoE-/-+DHA+AF 1000. Estas diferencias se mantienen hasta
el ultimo dia de la prueba, siendo los ratones ApoE-/- y los ApoE-/-+DHA+AF 1000
los grupos con menor capacidad de aprendizaje (Figura 13A). Por otro lado, los
ratones de los grupos Control, DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 no presentaron
diferencias significativas entre ellos, en el tiempo de aprendizaje a lo largo de los 5

dias de la prueba (Figura 13B).
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Figura 13. Tiempo de latencia en segundos en cada dia de entrenamiento del test del
laberinto acuatico de Morris de A) ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF
50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000, y B) ratones C57BL/6 (Control), ratones
C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, Los
datos estan expresados como la media.

En la segunda fase del test, al comprobar la memoria espacial a largo plazo, el
tiempo de latencia aument6 significativamente en los ratones ApoE~/- frente a los
ratones del grupo Control, y disminuyé en el grupo ApoE-/-+DHA+AF 50 hasta
normalizar con el Control (Figura 14A). La latencia no vari6 de forma significativa
en los grupos DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 en comparacion al Control.

En cuanto al niimero de cruces realizados por los ratones sobre el lugar de donde
se habia retirado la plataforma, se observé que los ratones ApoE-/- cruzaron sobre
ella menos veces que los ratones del grupo Control. No obstante, en los ratones
ApoE-/-la administracién de DHA+AF 50 produjo un ligero aumento del nimero de
cruces, hasta casi igualarlo con el grupo Control. En el grupo ApoE/-+DHA+AF
1000 no se observo este aumento. Por otro lado, este parametro no se modifico en

los ratones DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 respecto al grupo Control (Figura 14B).
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Figura 14. A) Tiempo de latencia en segundos y B) nimero de cruces sobre el lugar de la
plataforma en los 5 minutos del test del laberinto acuatico de Morris de los ratones
C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados
con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE~/- tratados con DHA+AF 50 y ratones
ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000 en 6 minutos de prueba. Los datos estan expresados
como la media * el error estandar de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs ApoE-/-.

La figura 15 representa el tiempo de permanencia de los animales en un anillo
imaginario alrededor del lugar donde estuvo situada la plataforma. Los ratones del
grupo ApoE-/- permanecieron en dicho anillo una media de 11 segundos, un tiempo
significativamente menor al del grupo Control. Este tiempo de permanencia
aumentd de forma significativa hasta normalizar con el Control en el grupo ApoE-/
+DHA+AF 50, en comparacién con el grupo ApoE~/-. Sin embargo, los ratones del
grupo ApoE/-+DHA+AF 1000 presentaron valores similares a los ratones ApoE-/-
Por otro lado, los ratones de los grupos Control, DHA+AF 50 y DHA+AF 1000,
permanecieron en dicho anillo alrededor de 15 segundos de media, sin diferencias

significativas entre ellos (Figura 15).
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Figura 15. Tiempo de permanencia en segundos, durante el minuto de la prueba del
laberinto acuatico de Morris, de los ratones ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6
tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-,
ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000.
Los datos estan expresados como la media * el error estdndar de la media. *p<0.05 vs
Control; #p<0.05 vs ApoE-/-.

En la tercera fase del test, en la que se retiran las referencias espaciales de la
piscina, se contabilizé de nuevo el tiempo de latencia para descartar trastornos no
asociados a la memoria espacial. En esta fase, todos los grupos estudiados tuvieron
un aprendizaje no espacial similar, mostraron la misma motivacion por escapar del

agua y no presentaron ninguna dificultad al nadar (Figura 16).
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Figura 16. Tiempo de latencia en segundos, durante el minuto de la prueba del laberinto
acuatico de Morris, de los ratones ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados
con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones
ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos
estan expresados como la media * el error estandar de la media. *p<0.05 vs Control;
#p<0.05 vs ApoE-/-.
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13.1.2. Test de campo abierto

Todos los grupos de ratones ApoE-/- presentaron una disminucion en la actividad
espontanea de exploracion con un menor numero de movimientos tanto
horizontales como verticales, en comparacion con el grupo Control (Tabla 5). Esta
marcada hipoactividad en el test de campo abierto fue similar de los ratones
ApoE-/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-+DHA+AF 1000 fue similar a los valores de actividad

del grupo ApoE-/- (Figura 17).

ApoE-/-
DHA+AF » ApoE-/-
Control DHA+AF 50 1000 ApoE-/ +DHA+AF 50 +D11-:)[(\):)AF

Horizontal 1481.9+61.8 1665.6%74.5 1497.3459.2 1195.0#102.7* 1159.7+57.7* 1197.0£78.9*

Vertical 470.0+£57.2 450.1+31.0 403.9+46.9  190.9+17.6*** 173.2+17.8*** 216.4+£15.3***

Tabla 5. Movimiento horizontal y vertical de los ratones C57BL/6 (Control), ratones
C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones
ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF
1000. Los datos estan expresados como la media * el error estandar de la media. *p<0.05
vs Control; ***p<0.001 vs Control.
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Figura 17. Movimientos totales de los ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6
tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-,
ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los
datos estan expresados como la media + el error estindar de la media. *p<0.001 vs
Control.
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La actividad de los ratones en periodos de 5 minutos tuvo también un patrén de
comportamiento diferente entre ApoE”/- y los ratones silvestres. La actividad
locomotora fue menor en los ApoE~/-, ApoE-/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-+DHA+AF 1000
en los primeros 15 minutos de la prueba, que en los ratones Control, DHA+AF 50 y
DHA+AF 1000, tendiendo a igualarse a partir de los 15 minutos (Figura 18). No
hubo diferencias significativas de este parametro entre los grupos DHA+AF 50 y

DHA+AF 1000, ni los grupos ApoE-/-+DHA+AF 50 y ApoE/-+DHA+AF 50.
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Figura 18. Numero de movimientos en funcién del tiempo de los ratones C57BL/6
(Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con
DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/-
tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media # el error estandar
de la media.

13.1.3. Test de natacion forzada y de suspension por la cola

La inmovilidad exhibida por los animales en el test de natacion forzada y en el test
de suspension por la cola se interpreta como desesperacion conductual. En cuanto

a la prueba de natacion forzada, no hubo diferencias en el tiempo que los ratones
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permanecieron inmoviles o realizando solamente los movimientos necesarios para

mantenerse a flote entre los grupos del estudio (Figura 19).
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Figura 19. Tiempo de inmovilidad, en segundos durante los 4 tltimos minutos del test de
natacién forzada, de los ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con
DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/-
tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan
expresados como la media * el error estandar de la media.

En el test de suspension por la cola, el grupo ApoE”/- presenté un tiempo de
inmovilidad significativamente menor que el del grupo Control, y este parametro
fue normalizado en los ratones ApoE-/-+DHA+AF 50. El grupo ApoE/-+DHA+AF
1000 aumenté también significativamente el tiempo de inmovilidad en
comparacién con el grupo ApoE/-, pero sin llegar a normalizar con el Control. Los
grupos DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 presentaron un tiempo de inmovilidad similar

al Control (Figura 20).
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Figura 20. Tiempo de inmovilidad, en segundos, durante los 4 ultimos minutos del
test de suspension por la cola, de los ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6
tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones
ApoE-/-, ratones ApoE~/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE~/- tratados con
DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la
media. *p<0.05 vs Control; #p<0.01 vs ApoE~/-.

13.2. Efectos del DHA+AF 50 sobre el peso corporal de los

ratones ApoE'/'

El peso corporal final fue comparable en todos los grupos experimentales sin
diferencias significativas entre ellos y manteniendo un incremento de peso

corporal similar a lo largo de las 10 semanas de evolucion del estudio (Tabla 6).

DHA+AF » ApoE-/-+ ApoE-/-+
(8) Control  DHA+AF 50 1000 ApoE/ DHA+AF 50  DHA+AF 1000
Peso corporal  30.11:0.92  29.58+0.53  27.81£0.52 30.48+1.73  28.58+0.45 29.32+0.76
Incremento 610,098 1111:050 8714051  10.02:0.76  8.45:0.66 9.01+0.96

peso corporal

Tabla 6. Peso corporal final e incremento de peso en gramos de los ratones ratones
C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados
con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE~/- tratados con DHA+AF 50 y ratones
ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media # el error
estandar de la media.
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13.3. Efectos del DHA+AF 50 sobre las concentraciones

séricas de lipidos en ratones ApoE'/'

La concentraciéon sérica tanto de colesterol total, como de LDL-col fue
significativamente mayor en los ratones del grupo ApoE~/- respecto a los valores
obtenidos en el grupo Control. Los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE/-+DHA+AF
1000 no presentaron diferencias significativas de colesterol total ni LDL-col frente
al ApoE-/~. Pero la concentracién de colesterol total y LDL-col en suero no varié de
forma significativa en los grupos DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 frente al Control
(Tabla 7).

Los niveles séricos de HDL aumentaron significativamente en el grupo ApoE-/- en
comparaciéon el Control. Los grupos de ratones ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-
+DHA+AF 1000 presentaron unos niveles séricos de HDL-col similares al grupo de
ratones ApoE-/-. Sin embargo, la concentracién de HDL disminuy6 en los ratones
DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 en comparacion con el Control (Tabla 7).

En la tabla 7 se refleja ademas que los niveles séricos de VLDL-col y TG, tras aplicar
la formula de Friedman, fueron similares en los ApoE/-, ApoE/-+DHA+AF 50,
DHA+AF 50, DHA+AF 1000 y el Control, pero fueron significativamente mas altos
en los ratones ApoE/-+DHA+AF 1000, en comparaciéon con el resto de grupos
experimentales estudiados (Tabla 7).

Por lo tanto, ante estos resultados lipidicos se supone que los ratones de los grupos
ApoE-/- y ApoE/-+DHA+AF 50 desarrollaron una hiperlipidemia aislada, mientras

que los ratones ApoE-/-+DHA+AF 1000 presentaron una dislipemia mixta.
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DHA+AF DHA+AF ApoE-/-+ ApoE-/-+
./.
(mg/dl) ~ Control 50 1000 ApoE DHA+AF 50 DHA+AF 1000
C°lt‘:)‘°‘t‘;r°l 138.7422.3  85.33+3.4%  77.25+5.4%  570.4+7.9%% 4734423 3%k 502,615, 7%k

36.77+14.  361.0£62.3**

LDL-col 54.40+16.8  29.40+11.2 314.3+48.4%**##  304.9+48.6%** it

2 *
HDL-col  89.33+#3.2 61.67+4.7**  62.00+£5** 77.57+3.9 70.22+3.3* 80.57+5.4
VLDL-
col 12.80+1.2 14.53+1.2 16.20+1.1* 10.14+0.9 13.36+1.4 21.40+2.0###55%
TG 64.00£6.1 65.17+3.3 77.29+5.1*  59.00+3.4 60.38+4.1 107.0+10.2%**##45$3

Tabla 7. Valores séricos (mg/dl) de colesterol total, LDL-col, HDL-col, VLDL-col y TG en
ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6
tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y
ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media + el
error estandar de la media. *p<0.05 vs Control; **p<0.01 vs Control; ***p<0.001 vs
Control; #p<0.05 vs ApoE-/-; #p<0.01 vs ApoE-/-; ##p<0.001 vs ApoE-/-; $p<0.05 vs ApoE-/-
+DHA+AF 50; % p<0.01 vs ApoE-/-+DHA+AF 50; $% p<0.001 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.4. Efectos del DHA+AF 50 sobre las concentraciones

séricas de glucosa, insulina e indice homa

La concentracion de glucosa en sangre no vario significativamente entre los grupos
de ratones estudiados. No obstante, el grupo ApoE/-+DHA+AF 50 mostré una
tendencia a reducir los niveles plasmaticos de glucosa frente a los ratones ApoE-/-,

aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla 8).

DHA+AF ApoE-/-+ ApoE+
./.
(mg/dl) Control  DHA+AF 50 1000 ApoE DHA+AF50  DHA+AF 1000
Glucosa  163.6+8.07 161.8+6.92 165.8+9.36  154.8+9.22 134.3+7.00 152.4+9.76
Insulina  12.30+0.76 11.84+1.01 11.81+0.84  10.13+0.64 10.72+0.46 11.15+0.65
Indice
HOMA 5274048  4.66+027  4.80+0.51 3.92+0.49 3.19+0.32 4.20+0.39

Tabla 8. Concentracion plasmatica (mg/dl) de glucosa, insulina e indice HOMA en
ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones
C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE~/- tratados con
DHA+AF 50 y ratones ApoE”/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan
expresados como la media * el error estandar de la media. *p<0.05 vs Control;
#p<0.05 vs ApoE/-.
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Ademas, la concentracion de insulina plasmatica no presenté diferencias
significativas entre los grupos de ratones estudiados y tampoco en el indice HOMA

de resistencia a la insulina (Tabla 8).

13.5. Efectos del DHA+AF 50 sobre la actividad
enzimatica de la BACE-1 en el hipocampo de ratones

ApoE-/-

La actividad enzimatica de la (3- secretasa BACE-1 aument¢ significativamente en el
hipocampo de los los ratones ApoE-/-+DHA+AF 1000, en comparaciéon con los
grupos Control, ApoE~/-, y el grupo de ratones ApoE-/-+DHA+AF 50. Asimismo,
dicha actividad enzimatica fue ligeramente mayor en el grupo DHA+AF 1000
respecto al grupo Control. El resto de grupos experimentales no vieron modificada

la actividad de BACE-1 respecto al grupo Control (Figura 21).
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Figura 21. Actividad enzimatica de la (-secretasa BACE-1 de los ratones C57BL/6
(Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con
DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/-
tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media # el error estandar
de la media.
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13.6. Efectos del DHA+AF 50 sobre la expresion proteica de
los biomarcadores de las altaraciones producidas en el
hipocampo de ratones ApoE'/' como modelo de la

Enfermedad de Alzheimer

13.6.1. Péptido - amiloide y proteina precursora

La expresion proteica de la APP aument6 significativamente en el hipocampo de
los ratones ApoE-/- respecto al grupo Control. La expresiéon de esta proteina
disminuy6 en los ratones ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-+DHA+AF 1000 respecto a
los ApoE-/-. Aunque, los ratones ApoE-/-+DHA+AF 1000 presentaron un aumento
significativo de la expresion de la APP en comparacion con los ApoE-/-+DHA+AF 50.
Por el contrario, los grupos DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 no revelaron diferencias
en la expresion de la APP en comparacion con el Control (Figura 224A).

La expresion del péptido A aumentd en el hipocampo de ratones ApoE~/- respecto
al grupo Control al igual que sucedié con la APP, y este parametro se normaliza
hasta casi los valores del grupo Control en los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y
ApoE-/-+DHA+AF 1000. No hubo diferencias significativas entre los grupos

DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 en comparacion con el Control (Figura 22B).
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Figura 22. Expresion proteica de: A) La proteina APP y B) El péptido Af3, en el hipocampo
de ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones
C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con
DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados
como la media = el error estandar de la media. *p<0.001 vs Control; #p<0.001 vs ApoE-/; $
p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.2. Proteina tau total y tau fosforilada

La expresion proteica de tau total fue similar en todos los grupos experimentales,
existiendo una ligera tendencia a disminuir en los grupos DHA+AF 50, DHA+AF
1000, ApoE-/-+DHA+AF 50 y ApoE/-+DHA+AF 1000 (Figura 23A). Se valor6
también la expresion proteica en hipocampo de la proteina tau fosforilada en la
serina 396 (p-taus3%%), como indicador de la hiperfosforilacion de tau
caracteristica de la EA. La expresion proteica de la p-taus3°© aumentd
significativamente en el hipocampo de los ratones ApoE-/- respecto al Control. En
los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-+DHA+AF 1000, la expresion de p-taus-39¢
disminuyd significativamente hasta valores similares al grupo Control. No hubo

diferencias significativas entre la expresion proteica de p-taus-3°¢ en el hipocampo
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de ratones DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 en comparacion con el Control (Figura
23B).El ratio entre p-taus-3°¢ y tau total revelé un aumento significativo de dicha
relacion en el grupo ApoE/- comparado con el grupo Control, asi como una
disminucién en los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-+DHA+AF 1000 respecto
al grupo de ratones ApoE-/-. Los grupos DHA+AF 50 y DHA+AF 1000, presentaron

valores del ratio p-tau®-39¢/tau total similares al Control (Figura 23C).
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Figura 23. Expresion proteica de A) tau total, B) p-tau y C) el ratio p-tau/tau total, en el
hipocampo de ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50,
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con
DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados
como la media # el error estandar de la media.
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13.6.3. Quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo II

La expresion proteica de la CaMKII aument6 significativamente en el hipocampo de
los ratones ApoE-/- respecto a los animales Control. La administracion de DHA+AF
50 previno dicho aumento en los ratones ApoE-/-, pero no asi en el grupo
ApoE-/-+DHA+AF 1000, que presenté un aumento de la expresiéon de CaMKII en
comparacién con el grupo ApoE/-+DHA+AF 50. La expresion de dicha proteina
disminuyd en el grupo DHA+AF 50 y no varié en el grupo DHA+AF 1000 en

comparacion con el Control (Figura 24).
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Figura 24. Expresion de la quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo II (CaMKII) en
el hipocampo de ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50,
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con
DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados
como la media * el error estandar de la media. *p<0.05 vs Control; ##p<0.01 vs ApoE-/-; $
p<0.05 vs ApoE-/-+DHA AF 50.

13.6.4. Factor neurotrofico derivado del cerebro

La expresion proteica de BDNF disminuy6 en el hipocampo de los ratones ApoE-/

respecto al grupo Control y s6lo el grupo de ratones ApoE/-+DHA+AF 50, pero no
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el grupo de ratones ApoE/-+DHA+AF 1000, normalizé dicha expresién con el
grupo Control. La expresion de BDNF en los grupos DHA+AF 50 y DHA+AF 1000

fue similar a los valores del Control (Figura 25).
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Figura 25. Expresion proteica del BDNF en el hipocampo de ratones C57BL/6 (Control),
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000,
ratones ApoE-/, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con
DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media * el error estandar de la media.
*p<0.01 vs Control; #p<0.05 vs ApoE~/; $p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.5. Interleuquina-6 y factor de necrosis tumoral-a

La expresion proteica de IL-6 aumenté en el hipocampo de ratones ApoE-/-
respecto al grupo Control y disminuyd significativamente en los grupos de ratones
ApoE-/-+DHA+AF 50, DHA+AF 50 y DHA+AF 1000. Los animales del grupo ApoE-/-
+DHA+AF 1000 presentaron una tendencia a disminuir la expresion de IL-6 en
comparacién con los ApoE-/-, pero un aumento en comparacién con el grupo

ApoE-/-+DHA+AF 50 (Figura 26A).
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La expresion proteica de TNF-a aument6 en el hipocampo de ratones ApoE-/-
respecto al grupo Control y disminuy6 significativamente en el grupo ApoE-/-
+DHA+AF 50. Los animales del grupo ApoE/-+DHA+AF 1000 mostraron un
aumento de la expresion de TNF-a en comparaciéon con el grupo ApoE/-+DHA+AF
50. Esta expresién no se vio modificada en los ratones DHA+AF 50 y DHA+AF 1000

respecto al Control (Figura 26B).
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Figura 26. Expresion proteica de: A) IL-6 y B) TNF-a en el hipocampo de ratones C57BL/6
(Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con
DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/-
tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media # el error estandar
de la media. *p<0.01 vs Control; #p<0.01 vs ApoE-/-; $$ p<0.01 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.6. Oxido nitrico sintasa inducible

La expresion proteica de iNOS aumento significativamente en el hipocampo de los
ratones ApoE/- respecto al grupo Control. Los animales de los grupos

ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE/-+DHA+AF 1000 evidenciaron una disminuciéon
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significativa de la expresion de dicha enzima respecto a los ratones ApoE~/-. Por
ultimo, la expresion de esta proteina fue similar en los ratones DHA+AF 50 y

DHA+AF 1000 en comparacion con el grupo Control. (Figura 27).
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Figura 27. Expresion proteica de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en el
hipocampo de ratones C57BL/6 (Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50,
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con
DHA+AF 50 y ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados
como la media * el error estandar de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.01 vs ApoE-/-

13.6.7. Subunidad p22-phox de la NADPH oxidasa

La expresion proteica de la p22-phox aumentoé significativamente en el grupo
ApoE-/- respecto a los ratones Control. Los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y
ApoE-/-+DHA+AF 1000 presentaron una disminucion significativa de la expresion

de esta subunidad en comparacién con los ratones ApoE-/-, hasta unos valores
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similares a los ratones Control. No hubo diferencias significativas entre los grupos

de ratones Control, DHA+AF 50 y DHA+AF 1000 (Figura 28).
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Figura 28. Expresion proteica de p-22phox en el hipocampo de ratones C57BL/6 (Control),
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000,
ratones ApoE-/-, ratones ApoE~/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE~/- tratados con
DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs ApoE-/-; $p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.8. Superoxido dismutasa 1

La expresion proteica de SOD 1 aumenté significativamente en el hipocampo de
ratones ApoE-/- con respecto al grupo Control. Los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y
ApoE-/-+DHA+AF 1000 revelaron una disminucién significativa de la expresiéon de
SOD 1 en comparacion con el valor de los ratones ApoE~/-. Los grupos DHA+AF 50 y
DHA+AF 1000 presentaron una reduccion de la expresion de SOD 1

aproximadamente al 50% del valor del grupo Control (Figura 29).

133



RESULTADOS

134

1501

*
°
£ 1001 L
(&)
"
>
3 * *# * #
o 501 T * ==
(@]
wm
0 .
N N
(\\50 (,)Q QQQ o‘" (,)0 QQQ
& X <> W & <~
¥ X ¥ X
Q X S X
Q N Q

Figura 29. Expresion proteica de SOD 1 en el hipocampo de ratones C57BL/6 (Control),
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000,
ratones ApoE-/-, ratones ApoE~/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE~/- tratados con
DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs ApoE-/-; $p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.9. Glutation peroxidasa y glutation reductasa

La expresion proteica de la enzima antioxidante GPx fue similar en el hipocampo
de los ratones ApoE~/- y los ratones Control. Los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y
ApoE-/-+DHA+AF 1000 mostraron una disminucién de la expresion hipocampal de
dicha enzima en comparacién con los ratones ApoE~/-. El grupo DHA+AF 50
presentd una disminucién en la expresion de GPx respecto al Control. En cambio,
los ratones DHA+AF 1000 no mostraron cambios en la expresion de GPx en
comparacion con el Control (Figura 304A).

Los valores de la expresion proteica de la GRd no manifestaron modificaciones en

ningun grupo experimental (Figura 30B).
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Figura 30. Expresion proteica de: A) GPX y B) GRD en el hipocampo de ratones C57BL/6
(Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con
DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/-
tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media # el error estandar
de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs ApoE-/-;$p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.10. Catalasa

La expresidon proteica de la enzima catalasa aument6 significativamente en el
hipocampo de los ratones ApoE-/- en comparacién con el grupo Control. Los grupos
ApoE-/-+DHA+AF 50 y ApoE/-+DHA+AF 1000 presentaron una disminucion en la
expresion de la catalasa en comparaciéon con el grupo ApoE~/-. Ademas, el grupo
ApoE-/-+DHA+AF 1000, mostré una expresion de esta enzima significativamente
mayor que el grupo de ratones ApoE/-+DHA+AF 50. Los grupos DHA+AF 50 y
DHA+AF 1000 presentaron una marcada reduccion de los valores de expresion
proteica de la catalasa en hipocampo en comparacidon con el grupo de ratones

Control (Figura 31).
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Figura 31. Expresion proteica de la catalasa en el hipocampo de ratones C57BL/6
(Control), ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con
DHA+AF 1000, ratones ApoE-/-, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE-/-
tratados con DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media # el error estandar
de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs ApoE-/-;$p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

13.6.11.  Caspasa-3

La expresion proteica de Cas-3 aumentd significativamente en el hipocampo de los
ratones ApoE-/- respecto al Control. El grupo de ratones ApoE/-+DHA+AF 50
mostré valores significativamente menores de Cas-3 en comparaciéon con los
ratones ApoE~/-. La expresion de esta proteina inductora de la apoptosis aumenté
en el hipocampo de los ratones ApoE”/- en comparacién con los ratones
ApoE-/-+DHA+AF 50.

Se observa ademas, una disminucion de los valores de Cas-3 en el hipocampo de
los ratones DHA+AF 50 respecto al Control, pero no en el de los ratones DHA+AF

1000, que presento una expresion similar al Control (Figura 32).
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Figura 32. Expresion proteica de Cas-3 en el hipocampo de ratones C57BL/6 (Control),
ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 50, ratones C57BL/6 tratados con DHA+AF 1000,
ratones ApoE-/, ratones ApoE-/- tratados con DHA+AF 50 y ratones ApoE~/- tratados con
DHA+AF 1000. Los datos estan expresados como la media * el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs ApoE-/-; $p<0.05 vs ApoE-/-+DHA+AF 50.

14. Efectos de la incubacion con DHA vy
concentraciones crecientes de af en la microglia

activada de ratéon

14.1. Supervivencia celular

Los cultivos de células Bv-2 de la microglia de ratén estimulados o activados in
vitro con LPS y H202, mostraron una disminucion significativa de la supervivencia
celular comparado con los grupos de células Control. La co-incubacion de las
células estimuladas con DHA+AF 50 aument¢ significativamente la supervivencia

celular llegando a valores similares a los del Control. El aumento progresivo de la
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concentracion de AF produjo una disminucion de la supervivencia celular, llegando
incluso, en los grupos LPS+DHA+AF 500 y H202+DHA+AF 500, a obtenerse valores

similares a los grupos LPS y H202 (Figura 33).
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Figura 33. Supervivencia celular de: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con
LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2 Control,
células Bv-2 activadas con H20; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF
500. Los datos estan expresados como la media * el error estandar de la media. *p<0.05 vs
Control; #p<0.05 vs LPS o0 H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H202+DHA+AF 50.

14.2. Produccion de anién superéxido

La produccion de Oz por las células Bv-2 de la microglia aumenté
significativamente con ambos estimulos (LPS y H20:) respecto a los grupos de
células Control. Las células LPS+DHA+AF 50 disminuyeron la produccién de Oz,
incluso por debajo de los niveles de las células Control. La co-incubacién de las
células Bv-2 con LPS y DHA+AF 100 o DHA+AF 500 aumentd ligeramente la
produccion de Oz con respecto al grupo LPS+DHA+AF 50.

La co-incubacién con H202 y DHA+AF 50 también disminuyé la produccion de O
en comparacion con el grupo H203, hasta llegar a niveles similares a los producidos
por el grupo Control. La co-incubacion con DHA+AF 100 de las células Bv-2

estimuladas con H202 present6 una tendencia a aumentar la produccion de Oz con
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respecto al grupo H;02+DHA+AF 50. El grupo H:0;+DHA+AF 500 aumenté

significativamente su produccion en comparacién con el grupo H202+DHA+AF 50

(Figura 34).
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Figura 34. Produccion de Oz en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con LPS y
co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2 Control,
células Bv-2 activadas con H20; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF
500. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la media. *p<0.05 vs
Control; #p<0.05 vs LPS o0 H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H202+DHA+AF 50.

A continuacién se muestran microfotografias de fluorescencia representativas de
la produccién de Oz en las células Bv-2, en los distintos grupos experimentales

(Figura 35y 36).

CONTROL

LPS+DHA LPS+DHA LPS+DHA
+AF 50 +AF 100 +AF 500

Figura 35. Microfotografia de fluorescencia representavas de la produccion de O
en células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con LPS y co-incubadas 24 h con
DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500.
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CONTROL

H202 H202 HZOZ
+DHA+AF 50 +DHA+AF 100 +DHA+AF 500

Figura 36. Microfotografia de fluorescencia representavas de la produccion de O
en células células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con H202 y co-incubadas con
DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500.

14.3. Efectos del DHA+AF 50, DHA+AF 100 Y DHA+AF
500 sobre la expresiéon proteica microglial de

biomarcadores de neurodegeneracion

14.3.1. Factor neurotroéfico derivado del cerebro

Se valoré la expresion proteica de BDNF como factor neuroprotector que actia
aumentando la vialidad y plasticidad neuronal. La expresion proteica de BDNF
disminuy6 significativamente en las células microgliales activadas con LPS en
comparaciéon con el Control. Los grupos LPS+DHA+AF 50, LPS+DHA+AF 100 y
LPS+DHA+AF 500 aumentaron su expresion hasta normalizar con los valores
Control.La expresion proteica de BDNF no vari6 significativamente en las células
estimuladas con H202 con respecto al grupo Control. La incubacién con DHA+AF 50
o DHA+AF 100 aumento significativamente la expresion de BDNF en las células Bv-

2 activadas con H;0: respecto al Control. Sin embargo, la expresion de BDNF
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disminuy6 de forma significativa en el grupo H202+DHA+AF 500 con respecto al

resto de grupos co-incubados con Hz0>. (Figura 37).

A B
150 150
*#
*#
= ; # # = =
5 3
£1009 —T T € 1004 —L
@ g *
> >
X S
Z 50 * Z 50
[=] [=]
o o
0 T T 0 T T T
.¢°\ \?s ‘((’0 '&Q "@ .¢°\ o ‘(c,e '~9° "@
5 & K R L
¥ ¥ ¢ Foo¥ ¢
R S Q S S
& 5y N X k) k)
N & & o oY ov

! | | p
BONF [ BDNF e
Acting | ——— Acting | —

Figura 37. Expresion proteica de BDNF en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H;0; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H,02; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H,0,+DHA+AF

50.

14.3.2. Interleuquina-6, factor de necrosis tumoral-a y

ciclooxigenasa 2

La expresion proteica de IL-6 y TNF-a aumenté significativamente respecto al
grupo Control en las células Bv-2 activadas con LPS o H202. La incubacidn de las
células microgliales con DHA+AF 50, DHA+AF 100 o DHA+AF 500 redujo la
expresion de estas citoquinas proinflamatorias en las células estimuladas tanto con
LPS como con Hz02. No hubo diferencias significativas entre los grupos
LPS+DHA+AF 50, LPS+DHA+AF 100 y LPS+DHA+AF 500, ni entre los grupos

H202+DHA+AF 50, H202+DHA+AF 100 y H202+DHA+AF 500 (Figura 38 'Y 39).
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Figura 38. Expresion proteica de IL-6 en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H;0; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media # el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H20,+DHA+AF
50.
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Figura 39. Expresion proteica de TNF-a en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H;0; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media # el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H20,+DHA+AF
50.
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Ademas, la expresion proteica de la enzima COX-2 aumento significativamente con
los dos estimulos (LPS o H202) en la linea celular Bv-2 en comparacion con el
Control. La co-incubacion con DHA+AF 50 normalizé dicha expresiéon en ambos
casos. La co-incubaciéon con DHA+AF 500 aumento significativamente la expresion
de la COX-2 con ambos estimulos, respecto al grupo tratado con DHA+AF 50. La co-
incubacion con DHA+AF 100 presentd unos niveles de expresion intermedios entre

DHA+AF 50 y DHA+AF 500 con los dos estimulos (Figura 40).
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Figura 40. Expresion proteica de la COX-2 en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2
activadas con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B)
células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con H;0; y co-incubadas con DHA+AF 50,
DHA+AF 100 y DHA+AF 500. Los datos estdn expresados como la media * el error
estandar de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF

50 o H,0,+DHA+AF 50.
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14.3.3. Oxido nitrico sintasa inducible

La expresion proteica de la iNOS aument6 significativamente con ambos estimulos
(LPS o0 H202) en las células Bv-2 con respecto al grupo Control. La co-incubacion de

las células Bv-2 estimuladas con LPS o H202,y con los tres tipos de DHA (DHA+AF
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50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500) disminuyé significativamente la expresion
proteica de la iNOS respecto al grupo de células estimuladas. No hubo diferencias

significativas entre los tres grupos de DHA presentes en este estudio (Figura 41).

A B
200 200+
* %
g 150 5 150
§ # # # § T L
£ 100 —T L 2 100 —T
= =
73 73
o o
Z 50 2 50
0 T T 0 T T T
> e} O O O > Q O O
O 0 ) s S O o R < o
(’o& v v}vi‘ vg"' ?‘5(’ (,085 {] vgy‘s “"/ ?‘s‘o
X X X
& Y Y o Y O
N g g o o
o Y YV R
iNOS iNOS
Actina Actina

Figura 41. Expresion proteica de la iNOS en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H20; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media # el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H20,+DHA+AF

50.

14.3.4. Subunidad p22phox de la NADPH oxidasa

La expresion proteica de la p22phox aument¢ significativamente en las células Bv-
2 microgliales activadas con LPS. La co-incubacion con DHA+AF 50 y LPS
disminuy0¢ ligeramente los valores de la p22phox. Los grupos LPS+DHA+AF 100 y
LPS+DHA+AF 500 presentaron valores similares a los del grupo LPS (Figura 42A).

Ademas, la expresion de la p22phox sufrié un aumento significativo en el grupo de

células Bv-2 estimulado con H202 en comparacion con el grupo Control. La
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expresion proteica de la p22phox disminuy6 significativamente al co-incubar las
células estimuladas con H20; con DHA+AF 50. En cambio, las células
H202+DHA+AF 500 presentaron un aumento en la expresion de esta subunidad
hasta valores similares al grupo H202. El grupo H202+DHA+AF 100 mostré una

expresion de p22phox intermedia (Figura 42B).
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Figura 42. Expresion proteica de la p22phox en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2
activadas con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B)
células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con H;0; y co-incubadas con DHA+AF 50,
DHA+AF 100 y DHA+AF 500. Los datos estdn expresados como la media * el error
estandar de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF
50 0 H,02+DHA+AF 50.

14.3.5. Superoxido dismutasa 1

Los cultivos de células microgliales estimulados con LPS y H202 mostraron un
aumento significativo de la expresion proteica de SOD 1 respecto al grupo de

células Control. Los grupos LPS+DHA+AF 50, LPS+DHA+AF 100 y LPS+DHA+AF
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500 mostraron una disminucion de los niveles de SOD 1 respecto al grupo Control
y al grupo LPS (Figura 43A).

La incubacién de células Bv-2 con DHA+AF 50 activadas con H202 disminuy? la
expresion de SOD 1, en comparacién con el grupo H20;. Los grupos H202+DHA+AF
100 y H202+DHA+AF 500, mostraron un aumento significativo de la expresion de

la SOD 1 respecto al grupo H202+DHA+AF 50 (Figura 43B).
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Figura 43. Expresion proteica de la SOD 1 en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2
activadas con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B)
células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas con H;0; y co-incubadas con DHA+AF 50,
DHA+AF 100 y DHA+AF 500. Los datos estdn expresados como la media * el error
estandar de la media. *p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H202; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF

50 o H,0,+DHA+AF 50.

14.3.6. Glutation peroxidasa

La expresion proteica de la enzima GPx fue similar en las células Bv-2 incubadas
con LPS, LPS+DHA+AF 500 y el grupo Control. La co-incubacién de LPS con
DHA+AF 50 fue capaz de disminuir la expresion proteica de esta enzima en las

células microgliales de raton (Figura 44A).
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La expresion de la GPx aument6 con H202 en las células Bv-2 con respecto al grupo
Control. La co-incubacién con DHA+AF 50 y DHA+AF 100 y H20: disminuyd
significativamente la expresion proteica de GPx respecto al grupo H20:. Sin
embargo, el grupo H202+DHA+AF 500 no mostro diferencias significativas con el
grupo H202. La co-incubacién de las células con H202 y DHA+AF 50 disminuy6 de
forma significativa la expresion de la GPx en este tipo celular en comparacién con

los grupos que presentaban un contenido de AF mas elevado (Figura 44B).
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Figura 44. Expresion proteica de la GPx en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H20; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media # el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H,02; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H,0,+DHA+AF

50.

14.3.7. Glutation reductasa

La expresion proteica de GRd aumentd significativamente en las células Bv-2
estimuladas tanto con LPS como con H202, respecto al grupo Control.
La expresion de este enzima disminuy6 significativamente en los grupos

LPS+DHA+AF 50, LPS+DHA+AF 100 y LPS+DHA+AF 500, en comparaciéon con el
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grupo LPS. A pesar de esto, su expresion aumento significativamente en el grupo
LPS+DHA+AF 500 en comparacion con los otros dos grupos con menor
concentracion de AF (Figura 45A).

Asimismo, la expresion de este enzima también disminuyé en los grupos
H202+DHA+AF 50, H202+DHA+AF 100 y H,02+DHA+AF 500, en comparacion con el
grupo H20, siendo los valores de la expresion proteica de GRd significativamente

mas bajos en el grupo H,0,+DHA+AF 50 (Figura 45B).
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Figura 45. Expresion proteica de la GRd en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H20; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media + el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H,02; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H,0,+DHA+AF
50.

14.3.8. Caspasa-3

La expresion de la Cas-3 aumentd significativamente en las células microgliales Bv-

2 de raton activadas con LPS o H202, respecto al Control.
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La co-incubacion con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500, disminuyé6 de
forma significativa la expresion de la Cas-3 frente a los grupos estimulados con LPS
o H202. No hubo diferencias significativas entre los grupos de células co-incubados

con DHA y las tres concentraciones diferentes de AF (Figura 46).
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Figura 46. Expresion proteica de cas-3 en: A) células Bv-2 Control, células Bv-2 activadas
con LPS y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y DHA+AF 500 y B) células Bv-2
Control, células Bv-2 activadas con H20; y co-incubadas con DHA+AF 50, DHA+AF 100 y
DHA+AF 500. Los datos estan expresados como la media # el error estandar de la media.
*p<0.05 vs Control; #p<0.05 vs LPS o H,02; $p<0.05 vs LPS+DHA+AF 50 o H,0,+DHA+AF

50.
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15. El DHA+AF 50 mejora las alteraciones cognitivas
en comparaciéon con el DHA+AF 1000 en ratones

ApoE-/-

En el presente estudio se ha comprobado el efecto del DHA con dos
concentraciones diferentes de AF sobre la actividad motora, el estado de ansiedad
y la capacidad cognitiva de los ratones ApoE-/- alimentados con una dieta rica en

grasa, como modelo de la Enfermedad de Alzheimer.

15.1. El DHA+AF 50 mejor6 la memoria y el aprendizaje

de los ratones ApoE-/- comparado con el DHA+AF 1000

La memoria espacial a largo plazo y la capacidad de aprendizaje de los animales
fueron evaluadas mediante el test del laberinto acuatico de Morris. En la fase I de
esta prueba, los ratones ApoE/- necesitaron un tiempo de aprendizaje
significativamente mayor que los ratones del grupo Control. Ademas, en la fase I,
los ratones ApoE-/- presentaron un mayor tiempo de latencia, es decir, tardaron
mas tiempo en llegar al lugar donde se encontraba la plataforma, y una
disminucién del tiempo de permanencia y nimero de cruces con ése lugar, frente a
los ratones Control. Estos resultados indican una pérdida de memoria espacial de
los ratones ApoE~/- en comparacion con el grupo Control, sugiriendo la existencia
de un deterioro cognitivo precoz en los ratones ApoE-/- debido al desarrollo de
procesos neurodegenerativos (Knouff y col., 1999; Janssen y col., 2016). De hecho,

se ha demostrado que los ratones ApoE-/- muestran una pérdida significativa de
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sinapsis con la edad y disfuncion cognitiva (Avdesh y col., 2011; Lane-Donovan y

col,, 2016; Marotolli y col., 2017).

Por otra parte, la capacidad de aprendizaje de los ratones del grupo ApoE-/-
+DHA+AF 50 fue mayor en comparacion con los ratones ApoE/- y los ApoE/-
+DHA+AF 1000. Asimismo, los tres parametros analizados en la fase II del
laberinto, la latencia, el tiempo de permanencia y el nimero de cruces fueron
normalizados en los ratones ApoE-/-+DHA+AF 50 respecto a los valores obtenidos
en el grupo Control. El DHA esta implicado en diferentes procesos muy relevantes
del SNC, como es la neurogénesis, la neurotransmision y la fluidez de las
membranas neuronales y gliales, ademas de actuar como sefial de la transduccion
mediante la activacion de receptores de la membrana celular (Kitajka y col., 2004;
Fleith y Clandinin, 2005). Varios estudios en diferentes modelos animales, han
demostrado que la deficiencia de DHA en la dieta produce un incremento de la
relacion de AGPI n-6/n-3 en cerebro y favorece el desarrollo de deficiencias en
capacidades cognitivas, como el aprendizaje y la memoria (Moriguchi y col., 2000;
Champoux y col, 2002). Estos efectos podrian deberse, en parte, a que el DHA es
esencial para el crecimiento de las neuritas y la mielinizaciéon axonal (Novak y col,,
2008). Ademas, en una gran cohorte de sujetos de edad avanzada (N = 3660; = 65
afios), se observd que niveles plasmaticos elevados de DHA se relacionaban con
una mejora de las funciones cognitivas, menor nimero de infartos cerebrales y
mayor conservacion de la materia blanca analizada mediante resonancia
magnética (Vermeer y col, 2003; Virtanen y col, 2013). De este modo, los
resultados obtenidos en el presente estudio se podrian deber al efecto del DHA que

podria estar facilitando el crecimiento de las neuritas, sobre todo en el hipocampo,
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mediante la formaciéon de proteinas pre y post-sinapticas que permiten la
transmision de sefiales entre neuronas y facilitan procesos como la creacién de

nuevos recuerdos, el aprendizaje y la memoria.

No obstante, entre los diferentes ensayos clinicos existe cierta discrepancia en la
efectividad del DHA, ya que, aunque se ha demostrado en sujetos sanos, cuya dieta
fue suplementada con DHA, que mejora la memoria episédica, semantica y
procedimental (Yurko-Mauro y col., 2015) y favorece el incremento de la actividad
cerebral, medida por resonancia magnética (McNamara, 2010; Cederholm y col,,
2013), no ocurre lo mismo en los individuos que sufrian una patologia
neurodegenerativa, como la EA (Oster y Pillot, 2010; Casai y col., 2015), o incluso
en pacientes con un deterioro cognitivo leve o un trastorno cognitivo asociado a la
edad (Cederholm y col, 2013). Esta discrepancia encontrada en las diferentes
investigaciones y ensayos clinicos, podria deberse a la presencia del AF en los

suplementos de DHA.

En el presente estudio, la capacidad cognitiva de los ratones ApoE/-+DHA+AF
1000 se vio mermada en comparacion con el grupo ApoE/-+DHA+AF 50. Los
ratones ApoE-/-+DHA+AF 1000, requirieron mas tiempo para aprender a encontrar
la plataforma mediante las referencias espaciales en la fase I del laberinto acuatico
de Morris. Asi mismo, el grupo de ratones ApoE/-+DHA+AF 1000, presenté una
menor memoria espacial en la segunda fase de la prueba, en comparacién con los
ratones ApoE/-+DHA+AF 50. Este efecto negativo, podria deberse a la presencia
del AF que, como se ha mencionado anteriormente, posee una marcada toxicidad

en el SNC (Wanders y col., 2010).
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Se ha propuesto que el AF afecta a la dinamica de los fosfolipidos en las
membranas, asi como al estado fisico de estas proteinas de membrana (Schonfeld y
Struy, 1999). En estudios con astrocitos del hipocampo de rata, se ha demostrado
que el AF produce alteraciones de la homeostasis del calcio citosoélico,
desenergizacion de las mitocondrias por su efecto proton6foro y mayor
produccion de EROs (Schonfeld y Reiser, 2016). El efecto pro-oxidante del AF se
observo en mitocondrias aisladas de cerebro de rata, donde se propuso que el AF
podria estar interfiriendo con la cadena respiratoria de las mitocondrias a nivel del
complejo I, y desplazando lipidos en las membranas mitocondriales y neuronales
(Schonfeld y Reiser, 2006). Dado que la neurona constituye un tejido con un alto
gasto energético, la disminucidon de ATP por parte de las mitocondrias da lugar a
un efecto neurotéxico muy importante, inducido por el AF (Schonfeld y
Bohnensack, 1997; Schonfeld y Reiser, 2016). Como consecuencia de la
disminucidon del transporte de electrones y el aumento de la permeabilidad al
calcio de las membranas mitocondriales y el estrés oxidativo en el SNC, aumentan
también los procesos apoptéticos o de muerte neuronal (Zomer y col, 2000;
Ronicke y col.,, 2009; Schonfeld y Reiser, 2016), lo que podria explicar la mermada
capacidad cognitiva de los ratones ApoE/-+DHA+AF 1000, en comparacién con los

ApoE-/-+DHA+AF 50.

Ademas, otros estudios han revelado que existe una competicion entre los
diferentes acidos grasos procedentes de la dieta por formar parte de los
fosfolipidos de las membranas celulares del SNC (Cribb y col.,, 2017, Chilton y col,,
2017). Por ello se podria pensar, que un aumento del consumo de AF podria

favorecer el incremento de la concentracion de AF en los fosfolipidos de las
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membrana neuronales, en detrimento de otros acidos grasos, como por ejemplo el

DHA y reducir sus efectos beneficiosos, como ocurre en el presente estudio.

Por ultimo, en la tercera fase del laberinto acuatico de Morris, en la que se retiran
las referencias espaciales y se afiade una sefal visual en la plataforma, los seis
grupos de ratones presentaron el mismo tiempo en llegar a la plataforma. De este
modo, los resultados obtenidos en la fase [ y II del laberinto acuatico de Morris se
deberian principalmente a la capacidad de aprendizaje y la memoria espacial a
largo plazo de los ratones. En vista de los resultados, quedarian descartados
problemas visuales o motores y posibles diferencias en la motivacién por escapar

del agua entre los diferentes grupos experimentales.

15.2. El DHA+AF 50 no modificé la actividad locomotora

espontdnea en ratones ApoE-/,

En la prueba de campo abierto, los tres grupos de ratones ApoE-/- mostraron una
hipoactividad motora marcada con un menor nimero de movimientos, tanto
horizontales como verticales en comparacion con los Controles. Este hallazgo
concuerda con estudios previos en los que se describié una reduccién en la
actividad locomotora de los ratones ApoE”/- utilizando diferentes pruebas de
comportamiento (Grootendorst y col, 2001; Zhou y col, 2016). Ademas, otros
autores han descrito que los ratones ApoE~/- alimentados con una dieta rica en
grasa, desarrollan sintomas similares a la EA, incluyendo la hipoactividad

(Galloway y col,, 2008). En estos ratones, la hipoactividad se relaciona con los
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trastornos asociados a la EA, como la aparicién de ansiedad y un estado similar a la
depresion (Meng y col., 2015).

La intervencidon con DHA, independientemente de su concentracion de AF, no tuvo
efectos significativos sobre el nivel de actividad determinada mediante la prueba
de campo abierto, en ratones ApoE~/- ni en ratones C57BL/6. Esto podria deberse a
que el DHA, como ya se ha mencionado, facilita el crecimiento de las neuritas,
favoreciendo como el aprendizaje y la memoria (Cao y col.,, 2009), sin tener ningin
efecto sobre la actividad de estos animales. Existen también algunas controversias
con respecto a la efectividad del DHA para regular la actividad locomotora del
animal. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado una mejora en la actividad
motora después del tratamiento con DHA en un modelo experimental de accidente
cerebrovascular (Hong y col, 2014), mientras que el DHA no fue efectivo para
revertir los déficits locomotores inducidos por un modelo de enfermedad de

Parkinson (Ozsoy y col.,, 2011).

15.3. El DHA+AF 50 mejor6é el estado de ansiedad,
depresion y aprendizaje comparado con el DHA+AF

1000 en ratones ApoE-/-.

Para profundizar en el estudio del estado de ansiedad y la capacidad cognitiva, se
utilizo6 la prueba de natacion forzada y la prueba de suspension por la cola. En los
resultados de la prueba de nataciéon forzada, no se observaron cambios
significativos entre los diferentes grupos experimentales, en el tiempo que los

ratones permanecieron inméviles o realizando solamente los movimientos
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necesarios para mantenerse a flote. No obstante, los ratones ApoE~/- mostraron en
la prueba de suspensién por la cola, un tiempo de inmovilidad significativamente
menor que el observado en el grupo Control. La inmovilidad en este tipo de
pruebas (natacion forzada o suspension por la cola), fue interpretada por primera
vez por Porsolt y col. como un estado de desesperacion conductual relacionado con
un estado de depresion, aunque también puede interpretarse como la falta de
voluntad para mantener el esfuerzo en estrategias de escape, cuando se presenta
una situacion estresante pero ineludible (Porsolt y col., 1977; Demontis y col.,
2017). Recientemente, se ha propuesto que la inmovilidad de los ratones en los
test de natacion forzada o suspension por la cola, se puede interpretar como
inhibicion progresiva de las estrategias de evasion, originada por una experiencia
previa repetida del animal ante la imposibilidad de escape de situaciones
estresantes (Cabib y col, 2012). De hecho, otros investigadores encuentran
pruebas convincentes de que la causa de la inmovilidad es el aprendizaje realizado
en los ensayos previos y la consolidacién en la memoria de estos test y, por tanto,
se podria considerar la inmovilidad como un indicador de la capacidad de
aprendizaje de los animales (West, 1990; Campus y col., 2015; Enginar y col,,
2016). En nuestros resultados, los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE-/-+DHA+AF
1000, incrementaron el tiempo de inmovilidad en la prueba de la suspension por la
cola, en comparacién con el grupo ApoE-/-, lo que podria deberse al efecto del DHA
mejorando la capacidad de aprendizaje, la consolidacion de la memoria y la

adaptacidn a una situacion de la que no hay salida.

En resumen, los resultados obtenidos en las pruebas conductuales muestran que el

DHA+AF 50 protege frente al deterioro cognitivo y el detrimento de la memoria y
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la capacidad de aprendizaje en comparacion con el DHA+AF 1000 en ratones
ApoE-/-. Esto apoyaria la teoria de que el AF interfiere con los efectos beneficiosos
del DHA en el SNC, disminuyéndolos y participando en el desarrollo del proceso

neurodegenerativo.

16. El DHA+AF 50 mejora el perfil lipidico en ratones
ApoE-/-

La concentracion sérica, tanto de colesterol total como de colesterol-LDL, fue
significativamente mayor en los tres grupos de ratones ApoE~/- que en el grupo de
ratones Control. Estos resultados coinciden con lo indicado por diferentes autores
(Zhang y col, 1992; Setdld y col., 1992; Zhou y col., 2011) que encuentran niveles
mayores de colesterol total y LDL en los ratones ApoE-/- que en los silvestres, y este
aumento es aun mas significativo cuando los ratones ApoE-~/- son alimentados con
una dieta rica en grasa (Plump y col,, 1992; Janssen y col., 2016).

Los niveles séricos de colesterol total y LDL-col disminuyeron significativamente
en los grupos ApoE/-+DHA+AF 50 o ApoE/-+DHA+AF 1000 en comparacién con
los ratones ApoE-/- e incluso con el grupo control. Otros autores utilizando
suplementos de grasa de pescado en pacientes dislipémicos, indican que los acidos
grasos w3 aumentan ligeramente el colesterol total y el LDL-col por activar el
receptor nuclear PPARYy y facilitar el aclaramiento de las VLDL y su transformacion
en IDL y LDL, sin afectar a la eliminacion de estas ultimas (Ouguerram y col., 2006;
Hurt-Camejo, 2017). No obstante, estos resultados podrian deberse a que los

estudios mencionados utilizan aceites de pescado o extractos de este tipo de aceite,
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que ademas de DHA, contienen cantidades elevadas de AF (Wanders y col. 2011), y
es conocido su efecto hiperlipemiante (Steinberg y col., 1998).

No hubo diferencias significativas en los niveles de HDL-col en suero entre los
ratones ApoE~/- y el Control, esto concuerda con lo indicado por otros autores en
este tipo de ratones utilizando dietas ricas en grasa (Meyrelles y col., 2011; Zhou y
col.,, 2011). En los ratones ApoE/-+DHA+AF 50 o ApoE-/-+DHA+AF 1000 tampoco
hubo variaciones en los niveles séricos de HDL-col, frente a los ratones ApoE~/-. No
obstante, algunos estudios en humanos hipercolesterolémicos encuentran, ligeros
aumentos de HDL-col (alrededor del 5%) en los sujetos suplementados con 1-2 g

de acidos grasos w3 (Jacobson y col., 2012).

Por otro lado, los niveles séricos de VLDL y TG hallados tras aplicar la formula de
Friedman, no variaron significativamente en los ratones ApoE~/- en comparacion
con el Control. Tampoco el consumo de DHA+AF 50 incluido en la dieta influy6 en
estos valores. Sin embargo, las concentraciones séricas de VLDL y TG fueron
significativamente mas altas en los ratones del grupo ApoE-/-+DHA+AF 1000, en
comparacion con los ratones ApoE-/- y los del grupo Control. Otros autores afirman
que si existe una reduccion de los triglicéridos en sujetos a que se les administra
suplementos de acidos grasos w3. Esto se deberia a que el DHA aumenta de la
actividad de la lipoprotein lipasa endotelial, producida por la activacién de los
receptores nucleares PPARy, que origina un aumento del aclaramiento de las VLDL
y los quilomicrones, aunque este efecto es mas relevante en la situacion
hiperinsulinémica postprandial y sobre los quilomicrones (Jacobson y col.,, 2012;
Hurt-Camejo, 2017). En el presente estudio, las determinaciones séricas en los
ratones se realizaron en ayunas, por lo que el efecto sobre las VLDL podria haber

sido menos relevante. Ademas, hay estudios previos en ratones que indican que el
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aumento de un 1% de fitol en la ingesta, un precursor del AF, produce un aumento
significativo de triglicéridos en suero (Atshaves y col., 2004). El AF y otros acidos
grasos de cadena ramificada, se introducen en los fosfolipidos de las membranas e
intervienen en la modificacion de los niveles celulares de los lipidos (Van der Brink
y Wanders, 2006), por lo que el contenido elevado de AF en el grupo ApoE-/-
+DHA+AF 1000, también podria intervenir en el incremento de las

concentraciones séricas de triglicéridos y VLDL en estos animales.

Por otro lado, el peso corporal final y el incremento de peso de los ratones ApoE-/
fue similar al de los ratones Control, sin diferencias significativas entre ellos y
manteniendo un incremento de peso corporal uniforme en todos los grupos
experimentales, pese a que los tres grupos de ratones ApoE-/- han sido alimentados
con una dieta con mayor contenido caldrico y de grasa que la dieta de los ratones
C57BL/6. Estos resultados concuerdan con estudios recientes que indican que la
presencia de la ApoE es esencial para la diferenciacion de los adipocitos y la
acumulacion de triglicéridos en el tejido adiposo (Slim y col,, 2017). Ademas, este
menor aumento de peso relativo de los animales ApoE-/- frente a los Controles, se
podria asociar también a una mayor movilizacion de los acidos grasos del tejido
adiposo y la activacion de diferentes genes implicados en la (-oxidacion de los

acidos grasos en el musculo esquelético (Huebbe y col., 2015).
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17. El DHA+AF 50 redujo la amiloidogénesis en el
hipocampo de los ratones ApoE-/- comparado con el

DHA+AF 1000

La expresion proteica de la APP y del péptido A aumentaron significativamente
en el hipocampo de los ratones ApoE-/- alimentados con una dieta rica en grasa, en
comparacién con los controles. Se ha descrito que una de las funciones de la ApoE
en el SNC, es el transporte y aclaramiento del péptido A (Wang y col., 2011).
Ademas, esta demostrado que la deficiencia de la ApoE favorece la acumulacion del
péptido AB en el hipocampo y neocortex prefrontal, colaborando con la formacién
de las placas seniles extraneuronales que contribuyen a la progresion de la EA
(Yeh y col,, 2016). En la EA, los agregados extraneuronales del péptido Af limitan
la plasticidad neuronal y promueven la pérdida de memoria (Hjorth y col. 2013).
Como se describié previamente en el presente estudio, los ratones ApoE-/-
presentaron una pérdida de memoria y dificultades de aprendizaje que parecen
estar mediados por un aumento de la expresion de AP en el hipocampo. Asi mismo,
se ha comprobado que la alimentacion con una dieta rica en grasa, como sucede en
el presente estudio, puede acelerar la acumulacion cerebral del péptido A en los
ratones ApoE-/- (Crisby y col.,, 2004), principalmente en el hipocampo (Simons y

col,, 1998; Janssen y col., 2017).

Nuestros resultados también mostraron que la expresion proteica de la APP y del
péptido AB disminuyeron en el hipocampo de los ratones ApoE/-+DHA+AF 50, en
comparacién con los niveles encontrados en el hipocampo de los ratones ApoE/-.

No obstante, el grupo ApoE-/-+DHA+AF 1000, mostr6 una expresion hipocampal de
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APP significativamente mayor que el grupo ApoE/-+DHA+AF 50 y también una
mayor tendencia a acumular el péptido AB. Ademas, la actividad de la 3-secretasa,
enzima que favorece la via amiloidogénica de la proteolisis de la APP, fue
significativamente mayor en el grupo ApoE/-+DHA+AF 1000, frente al resto de
grupos experimentales, en los que no hubo variaciones. Estudios previos han
mostrado que las concentraciones elevadas de DHA en el cerebro reducen los
procesos de amiloidogénesis en este tejido (Lebbadi y col, 2011). Ademas, la
composicion de la membrana plasmatica de las neuronas se encuentra alterada en
los pacientes con la EA, con una gran disminucion del contenido en DHA en las
balsas lipidicas de las neuronas de la corteza (Martin y col, 2010). Esta
disminucién de la concentracion del DHA aumenta la interaccidn entre la APP y la
B-secretasa (Fabelo y col., 2014). Por lo tanto, el DHA puede inhibir la formacién y
la acumulacién de agregados A3 (Grimm y col., 2011). También se ha comprobado
que el DHA puede estimular la activacion de la microglia para fagocitar el péptido
AB en el SNC (Hjorth y col, 2013). En nuestras condiciones, una mayor
concentracion de AF en el DHA aumenta la amiloidogénesis en los ratones ApoE/-.
Este efecto del AF, podria deberse a que modifica la dinamica de los fosfolipidos en
las membranas, asi como el estado fisico de las proteinas de membrana (Schonfeld
y Struy, 1999), y compite con otros acidos grasos de cadena larga procedentes de
la dieta, en la formacidn de los fosfolipidos de las membrana celulares (Cribb y col.,
2017, Chilton y col,, 2017). La produccion de AB a partir de la APP via 3-secretasa
se reduce cuando las balsas lipidicas de la membrana estan inalteradas y pueden
actuar para separar la APP de dicha enzima (Martin y col., 2010; Gu y col,, 2012;

Hashimoto y col., 2015).
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Los estudios en células gliales del hipocampo de rata confirmaron también la
marcada toxicidad neuronal del AF, al producir alteracion de las balsas lipidicas, de
la homeostasis del calcio citosoélico, efecto protonéforo y desenergizacion de las
mitocondrias y mayor produccion de EROs (Wanders y col.,, 2010; Schonfeld y col.,
2016). En este sentido, se ha comprobado que la disfuncién mitocondrial y su
consiguiente estrés oxidativo incrementa la expresion y actividad de (-secretasa,
mediante la activacion de c-jun quinasa N-terminal (JNK) y quinasa p38 MAP,
promoviendo de este modo la formacién del péptido AB (Tamagno y col., 2005).
Por todo ello, los resultados del presente trabajo indicaron que el DHA bajo en AF
disminuy6 la acumulacién del péptido AB en el hipocampo de ratones ApoE-/-y

este efecto positivo se redujo al aumentar el contenido en AF en el DHA.

18. El DHA+AF 50 aumenta la expresion del BDNF en
el hipocampo de los ratones ApoE~/- y en cultivos de

microglia activada comparado con el DHA+AF 1000

En el presente estudio, la expresion proteica del factor de crecimiento BDNF
disminuy6 en el hipocampo de los ratones ApoE-/- respecto al grupo Control.
También, diversas investigaciones indican que la expresion proteica del BDNF se
encuentra muy reducida en el hipocampo y la corteza cerebral de los pacientes con
la EA (Wuy col, 2004; Liu y col.,, 2007; Hachisu y col., 2015), lo que concuerda con

el resultado en los ratones ApoE/-.
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El BDNF esta implicado en un amplio espectro de procesos adaptativos
relacionados con la regulacion y el desarrollo cerebral, participando en la
promocion de la supervivencia neuronal, el desarrollo de neuritas y la sintesis de
neurotransmisores (Tan y col, 2016), asi como, la plasticidad neuronal,
fundamental para un aprendizaje y memoria adecuados (Boneva y Yamashima,
2012; Gururajan y Van den Buuse, 2014), funciones que se vieron afectadas en

estos ratones ApoE-/-, como hemos indicado apartados anteriores.

Por otra parte, en el hipocampo de los ratones del grupo ApoE/-+DHA+AF 50, la
expresion proteica del BDNF aumentd significativamente frente a los ratones
ApoE-/-, e incluso se observd una tendencia a elevar los valores del BDNF frente al
Control, aunque no llegé a ser significativa. Resultados similares a los de nuestro
estudio, se encontraron en ratas sometidas a una lesion cerebral traumatica, en las
que, el aumento del estrés oxidativo y el deterioro del aprendizaje, se asocié a la
disminucién de la expresion del BDNF. La suplementacion de la dieta con DHA,
contrarresto los efectos de la lesion y normalizd los niveles del BDNF (Wu y col,,
2004). Por otra parte, en otros estudios realizados también en ratas, la privacion
de AGPI-n3 en la dieta durante 15 semanas, produjo un aumento de la depresion y
una disminucién en los niveles cerebrales del BDNF (Rao y col, 2007; Rathod y

col, 2015).

Por otro lado, en nuestro estudio realizado con cultivos de células Bv-2 de
microglia de ratdn, la expresion proteica del BDNF, disminuy¢ significativamente
en los lotes activados frente al Control. Pero los lotes activados, LPS+DHA+AF 50,
LPS+DHA+AF 100 y LPS+DHA+AF 500, aumentaron dicha expresion hasta

normalizar con los lotes Control. Esto concuerda con estudios previos, que han
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demostrado que la expresion proteica del BDNF aumenta de forma significativa en
células microgliales humanas (CHME3) estimuladas con el péptido AB y co-

incubadas con DHA (Hjorth y col., 2013).

No obstante, en nuestros lotes de microgia activada, la expresion del BDNF
disminuy6 de forma significativa, al aumentar la concentracién de AF en el medio
de cultivo. Asi, en el grupo H202+DHA+AF 500 disminuy6 la expresion proteica del

BDNF en comparacién con los grupos H202 y H202+DHA+AF 50.

Asi mismo, el aumento de AF en el DHA de la dieta que consumieron los ratones
del grupo ApoE/-+DHA+AF 1000, produjo una reduccién significativa de la
expresion del BDNF en el hipocampo en comparacién al grupo ApoE/-+DHA+AF
50. Esto podria deberse, en parte, a que los oligdmeros del péptido A son factores
clave en la inhibicion de la expresion del BDNF, como se ha demostrado en ratones
transgénicos APP/PS1, utilizados también como modelo animal de la EA (Xia y col,,
2017). Esto concuerda con nuestros resultados, antes comentados, en los que el
grupo ApoE/-+DHA+AF 1000, también mostr6 una expresion de APP
significativamente mayor que el grupo de ratones ApoE-/-+DHA+AF 50 y también
una mayor tendencia a acumular AB. De este modo, la agregacion de A podria ser
la causa de una disminucion de la expresiéon del BDNF durante el desarrollo y
progresion de la EA en este ratén transgénico ApoE-/- (Xia y col.,, 2017). Por lo que,
en nuestras condiciones, se demuestra por primera vez que este efecto positivo del
DHA en el aumento de la expresion del BDNF, podria verse limitado cuando

aumentamos su contenido de AF.
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19. El DHA+AF 50 reduce la hiperfosforilacion de la
proteina tau en el hipocampo de los ratones ApoE-/

comparado con el DHA+AF 1000

La expresion proteica de tau fosforilada en serina 396 (p-tau) aumentd
significativamente en el hipocampo de los ratones ApoE~/- en comparacién con el
Control, asi como la relacién p-tau/tau total. Sin embargo, la expresion de la
proteina tau total, no mostré diferencias significativas con los Controles. Otros
autores también han encontrado resultados similares y han demostrado que la
carencia de la ApoE favorece el aumento de la fosforilacién de la proteian tau
(Genis y col., 1995). En condiciones patoldgicas, se ha observado un aumento
anormal en los niveles de proteina tau hiperfosforilada en el citosol neuronal de
cerebros con la EA (Kuret y col,, 2005). Los procesos de hiperfosforilaciéon de la
proteina tau conllevan una pérdida de su funciéon en el citoesqueleto y la
polimerizacion de varias unidades de esta proteina formando los ovillos
neurofibrilares caracteristicos de la EA (Kopke y col.,, 1993; Mazanetz y Fischer,
2007). Ademas, esta demostrado que la acumulacién del péptido Af3, como se
observé en los ratones ApoE-/- del presente estudio, desencadena una cascada
patolégica que incluye una lesidn neuritica y la formacion de ovillos
neurofibrilares de la proteina tau (Glockner y col, 2011; Jones y col., 2017). Todo
ello conduce a una disfunciéon y muerte neuronal (Selkoe, 1999; Chen y col., 2000;

Jonesy col., 2017).

La expresion proteica de p-tau y la relacién tau total/p-tau disminuyd

significativamente en el hipocampo de los ratones del grupo ApoE/-+DHA+AF 50 y
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del grupo ApoE/-+DHA+AF 1000, en comparacién con el grupo ApoE-/~. Por lo que
se observo el efecto protector del DHA en la formacién de los ovillos
neurofibrilares. Sin embargo, la expresion proteica de p-tau en los ratones ApoE-/
+DHA+AF 1000, fue mayor significativamente que en los ApoE/-+DHA+AF 50. Este
efecto negativo del AF, que favorecié la hiperfosforilacion de tau, puede deberse a
que el AF induce una serie de actividades toxicas en las células gliales y neuronales
que incluyen disfuncién mitocondrial, desregulacion de la homeostasis del calcio
intracelular y alteracion de la via de sefializacion inositoltrifosfato-Ca?+ (IP3- Ca?*).
Todo ello afectaria a la fosforilacion de la proteina tau, al aumentar la expresion y
actividad de la quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo II (CaMKII)
(Schonfeld y Reiser, 2016). La CaMKI]I, una de las proteinquinasas cerebrales mas
abundantes, esta regulada por las concentraciones de calcio intraneuronal y esta
involucrada en la fosforilacion de la proteina tau (Mazanetz y Fischer, 2007; Khan

y Bloom, 2016).

En nuestros resultados, la expresion proteica de la CaMKII en el hipocampo,
también aument6 significativamente en el grupo ApoE~/- respecto a los animales
Control. Sin embargo, la expresion proteica de CaMKII en el hipocampo de los
ratones ApoE/-+DHA+AF 50, disminuy6 significativamente en comparacién con el
grupo de los ratones ApoE/-. Posiblemente como consecuencia de la disminucién
de esta quinasa en el grupo ApoE/-+DHA+AF 50, también se observd esta
disminucién de la expresion de p-tau y la relacion p-tau/tau total, en comparacion
con los ratones ApoE-/-, comentada anteriormente. Ademas, la expresiéon de la
CamKII aumenté significativamente en el hipocampo del grupo ApoE/-+DHA+AF
1000 en comparacion con el grupo ApoE/-+DHA+AF 50. Este resultado apoyaria la

hipdtesis de que el aumento de expresion de la CaMKII y la hiperfosforilacion de
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tau en el hipocampo de los ratones ApoE”/-, se deberia al incremento de las
concentraciones de AF en el cerebro. La pérdida de la funcionalidad de la proteina
tau conduce a una alteracién patoldogica en las funciones estructurales y de
regulacion del citoesqueleto neuronal que afectan a la actividad neuronal normal,
como el mantenimiento de una morfologia adecuada, el transporte axonal y la
funcion sinaptica. Todo ello favorece el desarrollo de procesos neurodegenerativos

de forma inevitable (Roy y col., 2005).

Por otra parte, esta hiperfosforilacion de la proteina tau producida por enzimas,
como la CaMKII y otras quinasas, puede ser inhibida por el BDNF (Liu y col., 2003;
Liu y col,, 2007; Hachisu y col.,, 2015). Por lo que la disminucidn de la expresion de
p-tau en el hipocampo de los ratones ApoE/-+DHA+AF 50, podria también deberse,
en parte, al aumento significativo de la expresion de BDNF en este grupo frente a
los ratones ApoE-/-. Aunque, a pesar de los estudios realizados hasta la fecha, ain
no se han establecido plenamente las condiciones fisiologicas y fisiopatologicas
relativas a la anormal hiperfosforilaciéon de proteinas tau (Barage y Sonawane,
2015; Khan y Bloom, 2016). La inhibicion de las quinasas responsables de
hiperfosforilacion de tau, segiin Khan y Bloom, seria una estrategia farmacolégica
interesante para bloquear la formacién de ovillos fibrilares intraneuronales de la

proteina tau (Khan y Bloom, 2016).

De este modo, el aumento de la fosforilacion de tau en los ratones que
consumieron mayor concentracion de AF, que bien podria ser debida al aumento
de la expresion del péptido AP, la CaMKII o la disminucién del BDNF, seria una de
las explicaciones a la mermada capacidad cognitiva de estos ratones, discutida

anteriormente en el presente trabajo.
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20. E1 DHA+AF 50 reduce la inflamacion en el
hipocampo de los ratones ApoE/- y en cultivos de

microglia activada comparado con el DHA+AF 1000

La expresion proteica de las principales citoquinas pro-inflamatorias, IL-6 y TNF-a,
asi como la enzima iNOS, aumentaron significativamente en el hipocampo de los
ratones ApoE-/- respecto al grupo Control. Pero disminuyeron significativamente
en los ratones ApoE/-+DHA+AF 50, respecto al grupo ApoE/- e incluso frente al
grupo Control. En el envejecimiento del cerebro, y especialmente durante un
envejecimiento patoldgico como en la EA, existe un proceso de inflamacién cronica
sostenida. Los pacientes con la EA y placas amiloides, y que no muestran signos de
demencia, tienen muy pocos signos de neuroinflamacién y neurodegeneracion
(Janssen y Kiliaan, 2014; Scheltens y col,, 2016), sugiriendo que el componente
inflamatorio de la EA es al menos parcialmente responsable de 1la
neurodegeneracion. Estos estudios coinciden con nuestros resultados, en los que
los ratones ApoE-/- presentaron un déficit de memoria espacial a la vez que un
aumento en la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias descritas. En este
sentido, diferentes estudios en el ratéon ApoE”/- confirmaron una correlacién
positiva entre la reduccién de la actividad de la ApoE, el aumento de acimulos del
péptido A, la presencia intraneuronal de ovillos neurofibrilares de p-tau y el
incremento del proceso inflamatorio (Masliah y col,, 1995; Montine y col., 1999;
Rahman y col.,, 2005). Ademas, los ratones ApoE/-+DHA+AF 50 mejoraron sus
capacidades cognitivas a la vez que se redujo el componente inflamatorio en el

hipocampo.
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Esta demostrado también que el contenido de DHA es muy bajo en las células del
cortex frontal y del hipocampo de los pacientes con la EA, frente a los sujetos
control de su misma edad y que la expresion de derivados antiinflamatorios del
DHA, se reduce significativamente en el cerebro de estos pacientes (Fabelo y col,,
2014). En consecuencia, aumenta el proceso inflamatorio en el cerebro afectado
por esta patologia (Serhan y col., 2015). Por otro lado, la suplementaciéon con DHA,
aumenta su concentracion en los fosfolipidos de diferentes regiones cerebrales en
modelos animales de EA y reduce el proceso inflamatorio (Hashimoto y col. 2006;

Bascoul-Colombo y col. 2016).

En varios estudios se ha demostrado que existe un aumento de la expresion
proteica de las citoquinas pro-inflamatorias en células gliales que rodean las placas
extraneuronales del péptido Af3 en los cerebros con la EA (Zhu y Chu, 2010; Gao y
col, 2012; Dhaunsi y col, 2016). En este sentido, hemos observado que la
expresion de IL-6, TNF-a, COX-2 e iNOS en los cultivos celulares de microglia de
raton, aumentados significativamente en los lotes activados frente al Control, se
redujeron en los grupos co-incubados con el DHA de baja concentracion en AF.
Estos resultados se corresponden con los de diferentes estudios previos realizados
con varios tipos de células, incluyendo células de la microglia (Bouwens y col,,
2010; Kiecolt-Glaser y col,, 2011; Wang y col.,, 2015, Heras-Sandoval y col., 2016).
Estos autores demostraron la capacidad del DHA para reducir la intensidad del
proceso inflamatorio y para facilitar la fagocitosis del péptido A por la microglia

humana (Hjorth y col., 2013).

Sin embargo, al comparar los grupos de ratones ApoE/-+DHA+AF 1000 y ApoE/-

+DHA+AF 50, el incremento de AF en el DHA, produjo un aumento significativo de
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la expresion de estas citoquinas pro-inflamatorias en el grupo ApoE/-+DHA+AF
1000. De nuevo, estos resultados concuerdan con la menor capacidad de
aprendizaje y memoria espacial de estos ratones que consumieron un DHA con
mayor concentracion de AF. Asimismo, en nuestro estudio in vitro, la expresion de
la COX-2 aument6 significativamente en los grupos de microglia activada y co-
incubada con el DHA de mayor contenido en AF, frente a los grupos con DHA con
menor concentracion de AF. Ademas, este aumento de la expresion de la COX-2, se
relacioné con la tendencia de aumentar la expresion de TNF-a e IL-6 en los grupos
de microglia activada co-incubados con el DHA de alto contenido en AF. Todos
estos resultados podrian deberse a que el AF, e igualmente su derivado el acido
pristanico, ejercen una fuerte actividad citotdxica en las células cerebrales, que se
manifiesta por la desregulacion del calcio, la despolarizacién mitocondrial, la
muerte celular y la promociéon de la amiloidogénesis y la fosforilacion de tau
(Ronicke y col, 2009; Roca-Saavedra y col,, 2017). Diversos autores describen
ademas que la microglia se activa por estos acumulos del péptido AB y la proteina
p-tau induciendo la expresidon de citoquinas pro-inflamatorias, principalmente la
IL-6 y el TNF-a (Cagnin y col, 2001). Todo ello, favorece la exacerbacion de un
proceso inflamatorio y origina un importante dafio neuronal caracteristico de la EA
(Amor y col, 2010; Fernandez y col., 2013; Doens y Fernandez, 2014), siendo el
grado de deterioro cognitivo inversamente proporcional al alcance de la activacion

microglial (Yokokura y col., 2011).

Por otro lado, para que el DHA presente este efecto antiinflamatorio que ya se ha
comentado, es necesaria la formacién de mediadores pro-resolucion de la
inflamacién (SPMs). Estos son derivados del DHA, y se encuentran muy reducidos

en el cerebro de los pacientes con la EA, en los que la inflamacién es elevada en
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diferentes regiones del cerebro (Rao y col., 2007; Wang y col., 2015). Los SPMs se
sintetizan via ciclooxigenasa y lipoxigenasa a partir del DHA presente en las
membranas celulares y tienen caracteristicas anti-inflamatorias e incluyen:
protectinas, resolvinas serie-D y maresinas (Lalancette-Hébert y col,, 2011; Serhan
y col,, 2015). En este sentido, un aumento del consumo de AF podria favorecer el
incremento de la concentracion de AF en los fosfolipidos de las membrana
neuronales, en detrimento de otros acidos grasos, como por ejemplo el DHA. Esto
podria deberse a la existencia de una competicion entre los diferentes acidos
grasos procedentes de la dieta por formar parte de los fosfolipidos de las
membranas celulares, como han descrito varios autores (Cribb y col.,, 2017, Chilton
y col, 2017). Este hecho, disminuiria la sintesis de SPMs y el efecto
antiinflamatorio del DHA, como se observo en los resultados del presente estudio.
Por todo ello, hemos comprobado que un aumento de la concentracidon de AF en el

DHA, interfirio en el efecto antiinflamatorio del DHA, tanto in vivo como in vitro.

21. El DHA+AF 50 reduce el estrés oxidativo en el
hipocampo de los ratones ApoE/- y en cultivos de

microglia activada comparado con el DHA+AF 1000

La expresion proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa, un
biomarcador del estrés oxidativo, aumenté de forma significativa en el hipocampo
de los ratones ApoE~/-, en comparacion con el grupo Control. Varios estudios han
demostrado que la deficiencia de la ApoE se asocia con una mayor peroxidacion

lipidica y estrés oxidativo en el cerebro (Lomnitski y col., 1997; Shea y col., 2002) y
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que una excesiva actividad de la NADPH oxidasa esta implicada en los procesos
neurodegenerativos (Gao y col,, 2012). Ademas, las placas del péptido Af} pueden
activar directamente a la NADPH oxidasa en la microglia, incrementando la
producciéon de anion superoxido (Gao y col, 2012). Por lo tanto, no es
sorprendente que la sobreactivacion de esta enzima, debido a la continua
presencia del péptido Af3, se haya relacionado con la neurodegeneracidon cronica

en pacientes con la EA (Qin y col.,, 2006).

El suplemento con DHA, de la dieta los ratones de los grupos ApoE-/-+ DHA+AF 50
y ApoE-/-+DHA+AF 1000, redujo significativamente la expresion proteica de la
subunidad p22phox, hasta valores similares al grupo Control. En este sentido, los
resultados concuerdan con los descritos en diferentes estudios, en los que el DHA
ha mostrado un efecto positivo en la prevencién o el control del estrés oxidativo
(Weiser y col,, 2016; Belkouch y col,, 2016). Posiblemente, una de las causas de
estos efectos beneficiosos del DHA, sea la reduccion de la amiloidogénesis y la
inflamacion (Barage y Sonawane, 2015; MacLeod y col, 2015), ya comentados
anteriormente; pues el acimulo del péptido Af} puede activar directamente a la
NADPH oxidasa, favoreciendo un aumento en la produccion del anién superéoxido

por las células microgliales (Gao y col., 2012).

Adicionalmente, en los cultivos de células Bv-2 activadas, la sobreexpresion de la
subunidad p22phox estuvo acompafiada de un aumento significativo de la
produccion del anidn superoxido, respecto a los grupos Control. Tanto la expresion
proteica de la subunidad p22phox, como la producciéon del aniéon superoéxido,
disminuyeron significativamente con el DHA con baja concentraciéon de AF. Sin

embargo, al aumentar la concentracion de AF, también aumentaron de forma
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significativa ambos parametros, reduciendo el efecto antioxidante del DHA.
Numerosos estudios han demostrado que el AF aumenta la generacion de EROs en
las células neurales (Ronicke y col.,, 2009). Esto se debe a que el AF ejerce una
fuerte actividad citotoxica en las células cerebrales, que se manifiesta por la
desregulacion del calcio neuronal y la despolarizaciéon mitocondrial, favoreciendo
el estrés oxidativo (Ronicke y col., 2009; Schonfeld y Reiser, 2016; Chaudhary y
Parvez, 2017). Ademas, las mitocondrias cerebrales responden a concentraciones
muy bajas (micromolares) de AF con una intensa disminucion de su capacidad de
retencion de calcio (Schonfeld y col, 2006; Chaudhary y Parvez, 2017). La
perturbacion de la disposicidn de los lipidos de la membrana interna mitocondrial,
por la incorporacion de AF, aumenta también la permeabilidad pasiva a los
protones (Gutknecht, 1988; Roca-Saavedra y col., 2017). Como consecuencia de la
disminuciéon del transporte de electrones, aumenta la generacion de EROs y la
muerte celular (Grings y col,, 2012; Schonfeld y Reiser, 2016; Chaudhary y Parvez,
2017). Ademas, los estudios en astrocitos del hipocampo de rata, confirmaron la
marcada toxicidad del AF, debido a que producia alteraciones en la homeostasis
del calcio citosdlico, desenergizacion de las mitocondrias y mayor produccion de
EROs (Wanders y col,, 2010, Roca-Saavedra y col., 2017). La induccién del estrés
oxidativo por AF también se observé en las mitocondrias aisladas de cerebro de
rata (Schonfeld y Reiser, 2006) y se atribuy6 en gran medida a la interferencia de
AF con la cadena respiratoria a nivel del complejo L.

Por otro lado, la expresidn proteica de los enzimas antioxidantes SOD 1, catalasa,
GPx y GRd, aumentaron en el hipocampo de los ratones ApoE-/- frente al grupo
Control. Posiblemente, esto se debe a que el aumento del estrés oxidativo

producido en los ratones por la ausencia de la ApoE, ya comentado, favorece la
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expresion de los enzimas antioxidantes estudiados. En este sentido, en diferentes
investigaciones se ha comprobado que los niveles mas altos de peroxidacion
lipidica en los cerebros de los pacientes con EA, van acompanados de un aumento
en la expresion proteica de SOD 1, catalasa, GPx y GRd (Lovell y col.,, 1995;

Schuessel y col., 2004; Davis y Pennypacker, 2016).

Paralelamente a los resultados anteriores, en los animales que consumieron DHA
en su dieta, tanto en los grupos de ratones ApoE-/- como en los C57BL/6, se redujo
la expresion de las enzimas antioxidantes SOD-1, catalasa, GPx y GRd, en
comparacién con el grupo Control. Esto podria deberse a una menor necesidad de
estos enzimas, al disminuir el estrés oxidativo con el suplemento de DHA. Sin
embargo, al elevar el contenido de AF en el DHA, la expresion de la catalasa y la
GPx aumentaron significativamente en el hipocampo de los ratones del grupo
ApoE-/-+DHA+AF 1000, en comparacion con el grupo ApoE-/-+DHA+AF 50. Ademas,
se observo una tendencia a incrementar la expresiéon proteica de la SOD 1 en los
ratones ApoE-/-+DHA+AF 1000, frente a los ratones del grupo ApoE/-+DHA+AF 50.
Resultados similares encontramos en nuestro estudio in vitro, en el que la
expresion de los enzimas antioxidantes SOD 1, catalasa, GPx y GRd disminuyeron
en los lotes de células microgliales activadas y co-incubadas con el DHA bajo en AF,
frente a los grupos activados. Ademas, existe una tendencia dosis dependiente a
aumentar la expresion de estos enzimas antioxidantes en las células activadas, al
aumentar la concentracion de AF en el medio. Este aumento, pudo deberse a un
mecanismo compensatorio, por el incremento de las EROs y ERNs, producido por
el AF, como encuentran en su estudio Chaudhary y Parvez, (2017) en el SNC.
Ademas, diferentes autores han indicado que el aumento de EROs en el tejido

cerebral, intenta ser compensado por el aumento de expresion de los enzimas
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antioxidantes: SOD 1, catalasa, GPx y GRd (Flynn y Melov, 2013; Davis y
Pennypacker, 2016). De hecho, los niveles bajos de antioxidantes pueden
promover un aumento de la actividad de la COX y la lipoxigenasa, enzimas que
catalizan una rama de la cascada de transformacién del acido araquidonico en
tromboxanos, aumentando asi los procesos inflamatorios en el cerebro (Chiurchiu
y col,, 2016). Por todo ello, cabria esperar que los suplementos de DHA con baja
concentracion de AF, tengan una capacidad antioxidante en el SNC mas elevada
que un DHA con mayor concentracion de AF; puesto que el AF, en modelos

animales de la EA, presenta un efecto neurotoxico y pro-oxidante.

22. El DHA+AF 50 reduce la apoptosis en el
hipocampo de los ratones ApoE/- y en cultivos de

microglia activada comparado con el DHA+AF 1000

La expresion proteica de la cas-3 aument6 significativamente en el hipocampo de
los ratones ApoE-/- respecto al grupo Control. La cas-3 se vincula con la aparicién
de procesos apoptoticos y muerte neuronal. Asimismo, esta proteina esta
relacionada con la disfunciéon mitocondrial y la generacidon de EROs, a través de la
interrupcion de la cadena de transporte de electrones (Ricci y col., 2003). Estos
resultados se apoyan en los encontrados in vitro del presente estudio. Las células
microgliales activadas presentaron un incremento significativo de la expresion
proteica de la cas-3, junto con una disminucion en la supervivencia celular frente a
los lotes Control. Estos resultados estdn en consonancia con los publicados por

varios investigadores, que afirman que el aumento de la acumulacion del péptido
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AR, la hiperfosforilacién de la proteina tau, el aumento de procesos inflamatorios y
el estrés oxidativo, conducen a un aumento de apoptosis, terminando en los
pacientes con EA en la atrofia cerebral (Lehner y col., 2011; Du H. y col,, 2012; De
la Monte y Tong, 2014; Barage y Sonawane, 2015).

En el presente estudio, la expresion proteica de la cas-3 disminuy6 de forma
significativa en el hipocampo de los ratones ApoE/-+DHA+AF 50 y ApoE-"/-
+DHA+AF 1000 en comparacién con los ratones ApoE-/-. Asi mismo, en el estudio in
vitro, la expresion proteica de la cas-3 disminuy6 en los grupos activados y co-
incubados con DHA, en comparacion con los grupos estimulados sin DHA. Esto
podria deberse a que el DHA promueve la supervivencia celular a través de la
inhibicion de la cas-3, protegiendo a las neuronas de la neurodegeneracion
(Janssen y Kiliaan, 2014). Se ha comprobado ademas, que durante el estrés
oxidativo, el DHA activa la sintesis de neuroprotectina D1 (NPD1) y de proteinas
anti-apoptéticas Bid, Bad y Bax, y disminuye la expresion de las proteinas pro-
apoptdticas Bcl-2 y la cas-3 (Mukherjee y col,, 2007). Ademas, el DHA también
aumenta el BDNF, y tanto el DHA como el BDNF afectan a las vias de sefalizacion
de la AKT (protein kinase, PKB) y ERK/MAPK/CREB, para promover en ultima
instancia la plasticidad neuronal y neurogénesis, y evitar la muerte neuronal,
fundamental para el aprendizaje y la memoria (Boneva y Yamashima, 2012;
Gururajan y van den Buuse, 2014). El DHA también mitiga la pérdida de
estructuras intracelulares en los modelos de neurodegeneracion, ayudando a
mantener los axones sanos y la integridad de estructuras sinapticas necesarias
para la correcta funcion cognitiva, reduciendo de esta forma el proceso apoptotico

(Calon y col., 2005; Dyall y col., 2010).
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Sin embargo, la supervivencia celular disminuy6 al aumentar la concentracion de
AF en los cultivos. Como ya se ha mencionado, el AF aumenta la formacién de EROs
(Chaudhary y Parvez, 2017; Roca-Saavedra y col., 2017), lo que activa de forma
directa la apoptosis por la via intrinseca y favorece la liberacion y activacién de
cass y la apoptosis (Nagai, 2015; Roca-Saavedra y col, 2017). Esta muerte
neuronal inducida por el aumento de la concentracion de AF en el SNC, favoreceria
a su vez la formacion de un mayor numero de placas amiliodes y ovillos
neurofibrilares, y aumentaria la inflamacidn y el estrés oxidativo en el hipocampo,
agravando asi la patologia de la EA. Por todo ello, se ha comprobado, por primera
vez, que el DHA con baja concentracion de AF, disminuy6 la muerte neuronal en el
hipocampo, asi como los demas mecanismos patoldgicos propios de la EA, y que

este efecto del DHA se redujo al aumentar el contenido en AF.

En resumen, los datos obtenidos en nuestro estudio aportan evidencias de que la
presencia del AF en los suplementos de DHA, podria reducir o atenuar los efectos
beneficiosos del DHA en el SNC, e incluso podria favorecer el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas por su potente efecto neurotdxico. Los
beneficios de la administracion de un DHA con baja concentraciéon de AF se
observaron al mejorar el déficit cognitivo en nuestro modelo experimental de la
Enfermedad de Alzheimer, asi como reducir los procesos de amiloidogénesis,
hiperfosfoilacion de tau, inflamacion, oxidacién y apoptosis. Del mismo modo, el
DHA con baja concentracion de AF present6 un efecto anti-inflamatorio, anti-
oxidante y anti-apoptotico en cultivos de microglia Bv-2 activada. Por lo tanto, se

podria proponer que la cantidad elevada de AF en los suplementos de DHA podria
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ser causa de los resultados poco concluyentes obtenidos en los ensayos clinicos
previos.

En la siguiente figura (Figura 47) se muestra un esquema que representa los
efectos beneficiosos del DHA con baja concentracién de AF, y como el aumento de
la concentracion de AF, en los suplementos de DHA, podria reducirlos, en el

hipocampo de los ratones ApoE-/~.
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Figura 47. Esquema resumen de los efectos de A) el DHA con baja concentracion en AF en
el hipocampo de ratones ApoE-/-en comparacion con B) el DHA con alta concentracion de
AF. E1 DHA bajo en AF redujo la amiloidogénesis asi como la cascada amiloide, que induce
activacion microglial, liberaciéon de citoquinas y aumento de la respuesta inflamatoria,
estrés oxidativo, hiperfosforilaciéon de tau y muerte neuronal asi como un aumento del
déficit cognitivo. El AF aument6 la actividad de la B-secretasa BACE 1 y el proceso
inflamatorio, apoptosis y la pérdida de las capacidades cognitivas en los ratones ApoE-/,
en comparacion con los ratones ApoE-/- con el DHA con baja concentraciéon de AF. DHA+AF
50: DHA con 50 ppm de AF; DHA+AF 1000: DHA con 1000 ppm de AF; APP: proteina
precursora del péptido B-amiloide, BACE-1: B-secretasa 1; AB: péptido $-amiloide; BDNF:
Factor neurotrdéfico derivado del cerebro; SOD-1: Superéxido dismutasa; GPx: Glutation
peroxidasa, GRd: Glutation reductasa; p22phox: subunidad p22phox de la NADH oxidasa
(NOX); IL-6: interleuquina 6; TNF- a: Factor de necrosis tumoral alfa; iNOS: 6xido nitrico
sintasa inducible; CaMKII: quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2; DHA-FL:
DHA formando parte de los fosfolipidos de las membranas neuronales; p-tau: proteina tau
fosforilada en serina 396.
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* Memoriay cognicion
Los ratones ApoE/- mostraron una menor capacidad de aprendizaje y
consolidacion de la memoria en comparacion con los ratones control. Ambos
pardmetros mejoraron significativamente en los ratones ApoE~/-alimentados con
un DHA bajo en AF en comparaciéon con el grupo ApoE”/- y empeord cuando se

utilizé un DHA con un nivel elevado de AF.

* Amiloidogénesis
La amiloidogénesis aumenté en el hipocampo de los ratones ApoE/- en
comparaciéon con el control. La expresion proteica de la APP y el péptido A
disminuyeron significativamente en el hipocampo de los ratones ApoE/-
alimentados con una dieta enriquecida en DHA con bajo contenido en AF. Sin
embargo, estos valores no se redujeron, con el DHA de alto contenido en AF. La
actividad de la (-secretasa fue mayor significativamente en el grupo de ratones
ApoE-/- alimentados con un DHA con alta concentracion de AF, en comparacién con

el resto de grupos experimentales.

* Ovillos neurofibrilares
La expresion proteica de la CaMKII, la p-tau y la relacion p-tau/tau total
aumentaron significativamente en el grupo ApoE-/- en comparacién con el control
y disminuyeron en el hipocampo de los ratones ApoE~/- alimentados con una dieta
enriquecida en DHA con bajo contenido en AF. Estos valores aumentaron en los
ratones ApoE-/- con un DHA con alta concentracion de AF, en comparacién con los

ratones ApoE-/- que consumieron DHA con bajo nivel de AF.
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* Proteccion neuronal y diferenciacion celular
La expresion proteica de BDNF disminuy6 en el hipocampo de los ratones ApoE-/-
respecto al grupo control y se normalizd con la dieta enriquecida con el DHA con
bajo contenido en AF. Estos valores disminuyeron al aumentar la concentracion de
AF en el DHA de la dieta de los ratones ApoE-/- frente al grupo con DHA bajo en AF.
Asi mismo, la expresion de BDNF disminuyd significativamente en los cultivos de
células microgliales Bv-2 activadas, frente al grupo control y se normalizé con el
DHA con baja concentraciéon de AF. No obstante, la expresion de BDNF disminuyd
significativamente en la microgia activada con DHA y alta concentraciéon de AF en

comparacion a los grupos con un DHA con baja concentracion de AF.

* Inflamacion

La expresion proteica de la IL-6, el TNF-a y la iNOS aumentaron en el hipocampo
de los ratones ApoE-/- respecto al grupo control y disminuyeron significativamente
en los ratones ApoE~/- con una dieta enriquecida en DHA y bajo contenido en AF
frente a los ratones del grupo ApoE-~/-. El aumento del AF en el DHA produjo un
aumento significativo de la expresion de estas citoquinas, sin modificar la iNOS, en
estos ratones en comparacion con los ratones ApoE-/- con una dieta enriquecida en
DHA y bajo contenido en AF.

De manera similar, el DHA con baja concentracion de AF redujo la elevada
expresion de estos parametros en los cultivos de microglia activada. El aumento
del AF mostré una tendencia a aumentar la expresion de estas citoquinas, siendo

significativo para la COX-2.
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* Estrés oxidativo

La expresion proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa, SOD 1,
catalasa, GPx y GRd aumento6 significativamente en el hipocampo de los ratones
ApoE-/- respecto a los controles. La expresion proteica de estos biomarcadores
disminuy¢ significativamente en hipocampo de los ratones ApoE~/- alimentados
con el DHA, independientemente de la concentracion de AF, hasta alcanzar valores
del grupo Control.

Asimismo, la expresion proteica de estos biomarcadores, asi como la produccion
del anion superdéxido (0z°), aumentaron significativamente en la microglia activada
en comparacion con el grupo Control, y se revirtié con la co-incubacion del DHA
con baja concentracion de AF. No obstante, la expresion de la p22phox y la
producciéon de Oz, aumentaron significativamente la microglia activada y co-

incubada con DHA y alta concentracion de AF, frente al DHA bajo en AF.

* Supervivencia celular y apoptosis
La supervivencia celular disminuy¢ significativamente en los grupos de células
microgliales Bv-2 activadas frente al grupo control, sin modificarse en los grupos
activados y co-incubados con DHA y bajo nivel de AF. Sin embargo, la
supervivencia celular disminuy6 significativamente al aumentar la concentracion
de AF en los cultivos. La expresion de la Caspasa-3 aumentd significativamente en
el hipocampo de los ratones ApoE-/-respecto a los controles y disminuy6 de forma
significativa en los grupos de ratones a los que se les administré6 DHA, sin que
hubiera diferencias significativas debidas a la concentraciéon de AF. Asimismo, el
aumento de la cas-3 en la microglia activada revirtié con la co-incubacién de DHA

independientemente de la concentracion de AF.
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CONCLUSIONES

1. La administracion de un DHA bajo en AF reduce el deterioro
cognitivo, la amiloidogénesis, la hiperfosforilaciéon de la proteina tau, la
inflamacion y el estrés oxidativo en el hipocampo de los ratones ApoE/-, en

comparacion con un DHA con alta concentracion de AF.

2. La supervivencia celular aumenta, y se reduce el proceso
inflamatorio, la activacion microglial y el estrés oxidativo en células microgliales
activadas y co-incubadas con un DHA de bajo contenido en AF en comparacion

con la co-incubacién con un DHA con una concentracién mayor de AF.

3. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente estudio,
se podria proponer que la cantidad elevada de AF en los suplementos de DHA
podria ser causa de los resultados poco concluyentes obtenidos en los ensayos
clinicos previos. Por ello, la realizacién de nuevos ensayos clinicos con un DHA
de bajo contenido en AF, podria ofrecer nuevas perspectivas en la prevencion

y/o el tratamiento de la EA.
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