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Resumen

La neurodegeneracion ocurre en el sistema nervioso central a través de diferentes
mecanismos que se asocian con la pérdida de estructura y funcién neuronal,
reduccién de la supervivencia y aumento de la muerte neuronal, dando como
resultado alteraciones funcionales y mentales en el individuo. Estudios recientes han
demostrado un fuerte vinculo entre la inflamacién croénica y la neurodegeneracion.
Se ha descrito la activacién de procesos inflamatorios en diferentes enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotroéfica, entre otras. Aunque la
inflamacion puede no representar tipicamente un factor desencadenante en la
enfermedad neurodegenerativa, hay nuevas evidencias en modelos animales en
donde la respuesta inflamatoria sostenida, relacionada con activacion glial,
contribuye a la progresion de la enfermedad. La activacion de las células gliales
principalmente refleja un mecanismo fisiolégico cuyo objetivo primordial es la
neuroproteccién. Sin embargo, la pérdida de la comunicacion especifica entre las
neuronas dafiadas y las células gliales puede promover una activacion excesiva que
conlleva a un estado de inflamacion persistente, y como consecuencia, inducir y/o

exacerbar la neurodegeneracion.

La melatonina ha demostrado tener posibles efectos neuroprotectores debido a sus
propiedades antioxidantes, sus interacciones con vias de sefalizacion intracelular, la
regulacion de la supervivencia celular y la funciéon mitocondrial. Por otra parte, la
leptina juega un papel central en el control del peso corporal y la homeostasis
energética. Se ha demostrado que la leptina es capaz de regular las respuestas
inflamatorias y proporcionar neuroprotecciéon. De igual manera, estudios
experimentales y humanos han mostrado que la funcién del cerebro es sensible a los
acidos grasos. Se ha estudiado que una mayor ingesta de grasas saturadas aumenta
el riesgo de deterioro de la funcién cognitiva en las poblaciones de mediana edad o
de edad avanzada, asi como también se ha descrito en modelos de ratén que dietas

altas en grasa saturada pueden favorecer neuropatologias como la enfermedad de
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Resumen

Alzheimer. Por otra parte, se ha estudiado que los acidos grasos omega 3 tienen
potencial actividad anti-inflamatoria en una variedad de enfermedades. Sin
embargo, los mecanismos por los cuales la melatonina, leptina y acidos grasos omega
3 pueden tener propiedades anti-inflamatorias son poco comprendidos a nivel del

sistema nervioso central.

Por lo anterior, la hipétesis de este estudio es que la melatonina, la leptina y los
acidos grasos DHA, EPA y AP podrian tener efecto sobre sobre la inflamacién en
células gliales a través de la modulacién en la producciéon de 6xido nitrico, la
inhibicion/produccion la expresion de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la

activacion de la via p38 MAPK.

El objetivo planteado en este trabajo fue estudiar el potencial efecto anti-
inflamatorio y/o neuroprotector de la melatonina, leptina, &cido docosahexaenoico,
acido eicosapentaenoico y acido palmitico en cultivos de células de glia de ratén

C57Bl/6).

Para valorar potencial anti-inflamatorio de la melatonina, leptina y acidos grasos, se
trabajé con cultivos primarios de glia provenientes de cértex de ratén C57BL/6] los
cuales fueron sometidos a la activacion glial con citoquinas pro-inflamatorias [FNy,
IL-1B8 Y TNFa. Los cultivos fueron pre-tratados con melatonina, leptina y acidos
grasos (docosahexaenoico, eicosapentaenoico y palmitico) y posteriormente fueron
tratados con las citoquinas pro-inflamatorias. Se valor6 la viabilidad celular, el
aumento o disminucién de la produccién de 6xido nitrico, la expresion de iNOS, asi

como la activacion de la via p38 MAPK.

Los resultados de este estudio muestran que la exposicion de células de glia a
citoquinas proinflamatorias aumenta la produccion de 6xido nitrico, la expresion de
la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la activacion de las vias JNK, p38, c-JUN,
ERK %2 y JAK/STAT. Por otra parte, se observé que la melatonina, leptina y los acidos

grasos omega 3 (a bajas concentraciones) no afectan la viabilidad celular y
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Resumen

disminuyen la produccién de 6xido nitrico, asi como también inhiben la produccién
de iNOS y la activacién de p38 MAPK. La melatonina, leptina, DHA y EPA podrian
considerarse como una estrategia terapéutica prometedora en trastornos

neuroinflamatorios asociados al cerebro.
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Abreviaturas
AA: Acido Araquidénico
A: Beta-amiloide
ADN: Acido desoxirribonucleico
AG: Acido graso
AGMS: Acido graso monoinsaturado
AGPI: Acido graso polinsaturado
AGPI n-3: Acidos grasos poliinsaturados omega-3
AGPI n-6: Acidos grasos poliinsaturados omega-6
AGS: Acido graso saturado
ALA: Acido linolénico
AMPK: Adenosina monofosfato quinasa
AP: Acido palmitico
AP-1: Proteina activadora 1
APOE: Apolipoproteina E
APP: Proteina precursora amiloidea
ATP: Adenosina trifosfato
BACE: Beta-secretasa
BDNF: Factor neurotroéfico derivado del cerebro
BHE: Barrera hematoencefalica
COX: Ciclooxigenasa
CK: Citoquina
DHA: Acido docosahexaenoico
EPA: Acido eicosapentaenoico
EA: Enfermedad de Alzheimer
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ELA: Esclerosis lateral amiotrofica
EM: Esclerosis Multiple
EP: Enfermedad de Parkinson

eNOS: Endotelial 6xido nitrico sintasa
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Abreviaturas
ERK1/2: Quinasa regulada por sefial extracellular %2
GABA: Acido gamma-aminobutirico
GLUT: Transportadores de glucosa
GMF: Factor de maduracion de glia
GMPc: Monofosfato de guanosina ciclico
GM-CFS: Factor estimulante de colonias y macrofagos
GSK3p: Glucégeno sintasa quinasa 3 beta
H202: Peroxido de hidrogeno
IDE: Enzima degradadora de insulin
IkB: Inhibidor de xappa B
IL-1: Interleuquina-1
IL-18: Interleuquina-1beta
IFN: Interferon
IFNy: Interferén gamma
iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
JNK: c-Jun amino-terminal quinasa
JAK: Janus quinasa
LEP: Leptina
LNA: Acido linoleico
LPS: Lipopolisacarido
MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos

MAPKK/MAP2K: MAP quinasa quinasa
MAPKKK/MAP3K: MAP quinasa quinasa quinasa

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos 1

MMPs: Metaloproteinas

MT1: Receptor de melatonina 1

MT2: Receptor de melatonina 2

MTT: (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol)

N202: Dioxido de nitréogeno
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Abreviaturas

NADH:
NMDA:
NF-kB:
NK:
NOS:
nNOS:
NPY:
02-e:
Ob-R:
OA:
OHe:
ON:
ONQOe:
PAF:
PPAR:
RAGE:
ROS:
RNS:
SNC:
STAT:
Thr:
TLRs:
TNF-a:
Tyr:

Nicotinamida adenina dinucle6tido reducida
N-metil-D-aspartato

Factor nuclear Kappa de células B activadas
Natural killer

Oxido-nitrico sintasa

Neuronal 6xido nitrico sintasa

Neuropéptido Y

Radical superoéxido

Receptor de leptina

Acido oléico

Radical hidroxilo

Oxido nitrico

Radical peroxinitrito

Factor activador de plaquetas

Receptor del activador de la proliferaciéon de peroxisomas
Receptor para los productos finales de glicacion
Especies reactivas del oxigeno

Especies reactivas de nitréogeno

Sistema nervioso central

Transductor de sefial y activador de la transcripcion
Treonina

Receptores de tipo toll

Factor de Necrosis Tumoral-alfa

Tirosina
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1. Células gliales y Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso central adulto (SNC) consiste en aproximadamente 100 mil
millones de neuronas y una cantidad similar de células gliales. El parénquima del
SNC se separa del resto del cuerpo por la barrera hematoencefalica (BHE), que esta
formado predominantemente por uniones estrechas de las células endoteliales con
la vasculatura del SNC. La BHE restringe y controla la entrada de nutrientes y células,
incluyendo células inmunitarias periféricas, que son casi completamente ausentes

en el SNC saludable (Fischer and Maier, 2015a).

Durante mucho tiempo, el estudio del desarrollo del cerebro se ha centrado en gran
medida en el desarrollo neuronal. Sin embargo, las neuronas se desarrollan en
estrecha colaboracion en el tiempo con las células gliales, sugiriendo interacciones
importantes y un papel funcional para las células gliales en el desarrollo del

cerebro.(Reemst et al., 2016).

Las células gliales fueron identificadas por primera vez por los principales
neurocientificos del siglo IX (Rudolf Virchow, Santiago Ramoén y Cajal y Pio del Rio
Hortega) quienes sugirieron en ese momento que la glia funcionaba como
“Nervenkitt” (palabra alemana para denominar el pegamento del nervio) o
“neuroglia”. De ahi el nombre de “célula glial” que deriva de la antigua palabra griega
“glia”, que significa “pegamento”. Aunque se han llevado a cabo diversos estudios
para especificar las funciones de la glia, las propiedades completas de las células

gliales siguen sin resolverse(Garcia-Martin et al., 2017).
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Las células gliales constituyen (en funcion de la especie de mamifero) entre 33 y 66%
de la masa total del cerebro. Hallazgos recientes han puesto de manifiesto que las
células gliales son algo mas que el simple “pegamento”. Hay una propiedad
unificadora de todas estas células - su funcién principal es la de mantener la
homeostasis cerebral a diferentes niveles: de 6rgano entero (control de la barrera
hematoencefdlica y la defensa), celular (neurogénesis, sinaptogénesis y
mantenimiento de la sinapsis) y molecular (homeostasis iénica y la homeostasis de
neurotransmisores). Por lo tanto las células gliales se pueden definir ampliamente
como células homeostaticas del sistema nervioso (Parpura and Verkhratsky, 2012)
ya que participan activamente en muchos aspectos del sistema nervioso, tales como
la formacidn, la plasticidad y el mantenimiento de los circuitos neuronales, y son

necesarias para la supervivencia y funcion neuronal (Allen and Barres, 2009).

1.1. Tipos de células gliales

La poblacion total de células gliales se pueden subdividir en cuatro grupos
principales: astrocitos, oligodendrocitos, y sus progenitores NG2-glia y microglia
(Garcia-Martin et al.,, 2017). Estas células tienen diferente origen, morfologia y
funcidn. Las células gliales primarias en el sistema nervioso central son de origen
ectodermico y estan representadas por los astrocitos, oligodendrocitos y células NG-

2-positivas. La microglia es totalmente diferente, siendo de origen mesodérmico.
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Figura 1. . Las células gliales incluyen principalmente a la microglia, oligodendrocitos, astrocitos y glia NG2. La microglia
representa el sistema inmunitario del cerebro. Los oligodendrocitos producen la mielina que envuelve a los axones para
permitir una comunicacién neuronal eficiente. Los astrocitos contactan a los vasos sanguineos y las sinapsis detectan la

actividad neuronal y liberan gliotransmisores para modular la actividad cerebral. (Reyes-Haro et al,2014.)

1.1.1. Astrocitos

Representan la poblacidon de células gliales mas grande del cerebro. Constituyen
aproximadamente el 50% del volumen cerebral humano (Chen and Swanson, 2003).
Santiago Ramén y Cajal los describi6é como células de formas estrelladas con un soma
circunscrito al nucleo, del cual parten una serie de prolongaciones en sentido mas o
menos radial. Los astrocitos fueron subclasificados en protoplasmaticos y fibrosos
por Rudolf Albert von Kolliker y William Lloyd Andriezen en 1889 y 1893,
respectivamente. Los astrocitos fibrosos se ubican principalmente en la sustancia
blanca, estan asociados a los axones y se caracterizan por tener unas prolongaciones
largas, cilindricas y lisas que en ocasiones se apoyan en las paredes de los vasos. Los
astrocitos protoplasmaticos, asociados a los somas neuronales y las sinapsis, estan
presentes principalmente en la sustancia gris y son mas ramificados, con

prolongaciones cortas y rugosas (RamirezExpoésito y Martinez-Martos, 1998).
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Estudios ultraestructurales han revelado la presencia de numerosos microtibulos y
microfilamentos en el citoplasma, que se han denominado gliofilamentos. Uno de los
gliofilamentos mas importantes, que se extiende por el soma y las prolongaciones,
esta constituido por la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), cuya presencia permite
la identificacion de las células astrogliales con métodos de microscopia electronica e

inmunocitoquimica (Ramirez-Exposito and Martinez-Martos, 1998).

Los astrocitos son determinantes para el desarrollo, funcionamiento y supervivencia
de las neuronas debido a que dentro de sus funciones se encuentran el
mantenimiento de la homeostasis idnica (se encargan del mantenimiento de los
gradientes ionicos dependientes de energia: Ca2+, Na+, K+), intervienen en la
modulacién de las concentraciones de neurotransmisores en el espacio extracelular
(principalmente del glutamato: sintesis, captacion y liberacion), participan en la
eliminacion de radicales libres, transporte de agua, produccidén de citoquinas y 6xido
nitrico(Chen and Swanson, 2003.), proporcionan el soporte fisico a las neuronas
vecinas, a las meninges y a los vasos sanguineos, proveen metabdlicamente de
manera optimizada los nutrientes a las neuronas, sus dendritas y sinapsis, y
mantienen estable el pH extracelular eliminando el CO2 que las neuronas generan
como producto del metabolismo aerobio que desarrollan normalmente. También se
les ha implicado en el control de la barrera hematoencefalica (que esta formada por
uniones estrechas entre las células endoteliales de los capilares) para restringir el
paso de moléculas solubles y sustancias toxicas de la sangre al cerebro. Los astrocitos
juegan un papel protector frente a la toxicidad de especies reactivas de oxigeno
(ROS), H202, metales y xenobidticos, ya que poseen sistemas enzimaticos

especificos para su eliminacion.

Los astrocitos establecen contacto con los vasos sanguineos y tienen acceso a la
glucosa que se transporta por la circulacién sanguinea. La glucosa que se utiliza en

el cerebro es captada por los astrocitos, quienes actian como intermediarios en su

-7-
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transporte hasta las neuronas. Ademas, el astrocito, a diferencia de la neurona, es
capaz de almacenar glucégeno como fuente de energia (Ramirez-Expdsito and

Martinez-Martos, 1998)(Gennadij Raivich et al., 1999)(Chen and Swanson, 2003.).

1.1.2. Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son mas pequefios y menos ramificada que los astrocitos,
sintetizan y mantienen las vainas de mielina que recubren los axones neuronales
facilitando la rapidez de la propagacién del impulso nervioso. La mielina es una
lipoproteina que envuelve a los axones de las neuronas y hace mas eficiente la
comunicacion neuronal, al acelerar la conduccion eléctrica de los impulsos
nerviosos, ademas de contribuir al soporte metabdlico necesario para el adecuado

funcionamiento axonal (Y. Lee et al., 2012).

Hay dos tipos de oligodendrocitos en la corteza: los oligodendrocitos perineuronales,
que se encuentran en la sustancia gris y los oligodendrocitos interfasciculares que se

encuentran en la sustancia blanca(Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007.)

Los oligodendrocitos interfasciculares tienen un tamafio medio (20 pm),
presentan un nucleo que ocupa un elevado porcentaje del volumen total de la
célula, se disponen en paralelo a lo largo de los axones mielinizados, son los
responsables de los procesos de mielinizacién durante el desarrolloy se encargan
de mantener las vainas de mielina en el adulto. Los oligodendrocitos
perineuronales son de pequefio tamafio (10 um), rodean toda la superficie del
cuerpo neuronal, lo que sugiere un papel importante en el mantenimiento de la

fisiologia de las neuronas.

Los oligodendrocitos poseen una capacidad de regeneracion muy limitada, por lo

que la lesion de unos pocos puede originar un area de desmielinizacion

-8-
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apreciable. Se sabe que son el tipo celular mas vulnerable y los primeros
elementos nerviosos que degeneran en las enfermedades del sistema nervioso
central donde la mielina esta afectada (Ramirez-Exposito and Martinez-Martos,
1998). Son susceptibles a lesiones mediadas por estrés oxidativo, aminoacidos
excitatorios, deprivacion de factores tréficos y la activacién de vias apoptoticas

(Ness etal., 2005).

Ademas de la formacion de mielina, los oligodendrocitos también expresan
factores de crecimiento, uniones gap y puede suministrar energia en forma de
lactato para apoyar la funciéon axonal. Ademas, expresan receptores de glutamato
y, por tanto, son un objetivo de neurotransmisores y excitotoxicidad de glutamato

(Elsayed et al., 2015).

1.1.3. Microglia

La microglia representa un 10-20 % del total de la poblacién de células gliales. Son
células residentes en el cerebro implicadas en procesos reguladores criticos para el
desarrollo, mantenimiento del entorno neuronal, respuesta a una lesion, y su
posterior reparacion. Detectan eventos patologicos en el sistema nervioso central y
sirven como células inmunes del cerebro para orquestar la respuesta inmune innata.
Estan implicadas en la activacion del sistema inmune para promover la proteccién y
supervivencia neuronal(Elsayed et al., 2015). Contribuyen a la proliferacién y
diferenciacion neuronal, la poda de las neuronas que mueren, la remodelacién

sindptica y eliminacion de residuos y proteinas aberrantes. (Harry, 2013.).

Después de una lesion en el sistema nervioso central se produce la activacion de la
microglia. La activacion microglial se caracteriza por una serie de cambios

morfolégicos, inmunofenotipicos y funcionales, que pueden ir asociados a
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proliferaciéon, migraciéon y fagocitosis. La microglia activada es capaz de liberar
muchas sustancias mediadoras, factores de crecimiento, compuestos citotéxicos
tales como ROS, 6xido nitrico (ON) o proteasas, y citoquinas inflamatorias como IL
(interleucina)-1, IFN-y (interferén y) y TNF-a (Gennadij Raivich et al., 1999)

(Gehrmann et al,, 1995), que pueden dafar las neuronas u otras células gliales.

La microglia son las unicas células capaces de activacion rapida en respuesta a los
cambios patolégicos en el sistema nervioso central (Rajkowska and Miguel-Hidalgo,
2007). Una vez activada prolifera y migra al sitio de la lesidon cerebral donde se
convierte en altamente fagocitica hacia las neuronas dafladas. Ademas de su funcién
fagocitaria, responde a cualquier desequilibrio en la homeostasis de iones y también
participan en larespuesta inmune. Es de destacar que el estrés y los glucocorticoides

inducen una respuesta pro-inflamatoria en la microglia.

1.1.4. Glia NG2

La glia NG2 constituye del 5 al 8 % del total de células del sistema nervioso central y
es probablemente el tipo glial del que menor informacidn se dispone. El papel que
juega la glia NG2 en la fisiologia del cerebro es controvertido, por lo que es campo
fértil de estudio para la neurobiologia (Bergles et al, 2010). Las células NG2
presentan una forma estrellada, pero no expresan GFAP, ni transportadores de
glutamato, asi como tampoco forman uniones gap. Se encuentran ampliamente

distribuidos en la sustancia gris como en la blanca.

La diversidad de papeles funcionales de la glia NG2 atin no estdn completamente
comprendidos y requieren mas estudios (Elsayed et al, 2015). Inicialmente se
consideraba que las células NG2 eran solamente precursoras de los

oligodendrocitos. Sin embargo, estudios posteriores presentaron evidencia de que la

-10 -
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glia NG2 podria participar en la formacion de neuronas y astrocitos (Reyes-Haro et
al,, 2014.). La glia NG2 son unas de las mayores células proliferativas en la corteza
adulta. Sin embargo, no todas las células NG2 estan proliferando en reposo. Al
parecer un subconjunto de estas células estd involucrado en algunos aspectos del
procesamiento de la informacién en asociacién con las neuronas. Es claro que estas
células se ven influidas por diferentes factores ambientales y farmacologicos,
provocando su proliferacion. Se ha demostrado que la gliogénesis es influenciada por
el estrés, el ejercicio, factores de crecimiento y aspectos farmacolégicos (Elsayed et
al,, 2015). Se ha observado que las células NG2 no solo responden a los transmisores
liberados en la sinapsis, sino que ademas reciben “inputs” presinapticos directos de
las neuronas estableciendo lo que se ha denominado sinapsis neuroglia-glia (Wigley

etal.,, 2007).

1.2. Activacion glial

La neuroinflamacién es un proceso generalmente beneficioso mediado por la
activacion de células gliales en respuesta a una lesion, enfermedad o infeccion. Los
astrocitos y la microglia liberan mediadores inflamatorios como citoquinas y
especies de radicales como el 6xido nitrico (ON) y anién superoéxido para eliminar el
agente nocivo, restos celulares o destruir patégenos y reparar los tejidos dafiados
(esto es lo que se denomina como “gliosis” reactiva o glia
activada”). Desafortunadamente, este proceso a veces pierde el equilibrio (como
parece ocurrir en el envejecimiento o cuando la neuroinflamacién persiste después
de retirar el estimulo desencadenante), generando una neuroinflamacién crénica, lo
que se convierte en una respuesta perpetua que incluye la sostenida activacion glial
y liberacion de citoquinas inflamatorias, asi como la produccién de estrés oxidativo

y nitroso. La neuroinflamacién crénica puede ser extremadamente nociva e inducir
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y/o exacerbar la progresion de enfermedades neurodegenerativas (Herrera-Molina

etal, 2012).

La activacién glial es una respuesta heterogénea pero presenta procesos basicos
como el cambio morfoldgico, la proliferacién, fagocitosis y produccion de
mediadores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. La respuesta inflamatoria del
cerebro esta producida por las células gliales, en especial la microglia. La microglia
es particularmente sensible a los cambios en su microambiente y puede llegar a ser
facilmente activada en respuesta a la infeccion o lesiéon (Bin Liu and Hong, 2003).
Tanto los astrocitos como la microglia sufren cambios morfolégicos durante la

activacion glial.

La activacion de la microglia se da mediante los receptores TLR (Toll-like Receptors)
y NLR (NOD-like Receptors), y también como una respuesta del sistema inmune
innato, produciendo citoquinas proinflamatorias: TNFq, las interleucinas IL-1 y IL-
6 y quimiocinas. La estimulacién de TNFa incrementa la actividad fagocitica de la
microglia, y se han encontrado niveles elevados de esta citoquina en diferentes
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer y enfermedad
de Parkinson(Combs et al., 2001). La IL-1f3 induce la expresion de TNFa e IL-6 y esta
implicada en el proceso inflamatorio, tanto en dafio traumatico cerebral, como en
enfermedades neurodegenerativas (Shaftel et al. 2008). Con el fin de regular la
respuesta inmune, la microglia también produce citoquinas antiinflamatorias como
IL-10 y TGFB (Transforming Growth Factor {3). La liberacion de citoquinas y otros
factores por parte de la microglia, regula la respuesta de los astrocitos,

evidenciandose una sincronizacion entre microglia y astrocitos.

Los astrocitos, al activarse, cambian su estructura y morfologia, presentando una
hipertrofia acompafiada de un aumento de la expresion de GFAP (Glial Fibrillary
Acid Protein). Ademas, estas células liberan citoquinas como TNFq, IL-6, IL-1f3, IFN-

Y y quimiocinas (Lieberman et al., 1989)(Van Neerven et al., 2010). La activacién

-12 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,

EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA
Nohora Milena Martinez Loépez

Capitulo 1. Introduccion

astroglial (o astrogliosis), al igual que la activaciéon microglial prolongada o muy
exagerada puede dejar de ser beneficiosa para pasar a exacerbar la muerte neuronal,
generando interacciones entre células gliales y neuronas, que se asocian a un dafio
celular o a una enfermedad neurodegenerativa (Figura 2) (Morales et al., 2014). Lo
anterior, se debe al hecho de que astrocitos y microglia, pueden liberar gran cantidad
de compuestos neurotéxicos como el ON, las ROS o el TNF-a, asi como otros

mediadores que inducen reacciones secundarias en las células que haya infiltrado.

Activacion microglial

: Mediadores
\_’ =\ proinflamatorios

Muerte neuronal

Figura 2. Dafio o estimulo citotdxico que activa la microglia y la astroglia. Estas células sufren cambios morfoldgicos y secretan
factores proinflamatorios. Estos eventos, cuando tienen un caracter crénico, preceden y causan la muerte neuronal (adaptado

Morales et al. 2014).

2. Citoquinas.

Las citoquinas son una clase de proteinas pequefias que actian como moléculas de
sefnalizacion en concentraciones picomolares o nanomolares para regular la
inflamaciéon y modular las actividades celulares tales como el crecimiento, la
supervivencia y diferenciacion(Ramesh et al.,, 2013). Dentro de las citoquinas se

incluyen a interleucinas, interferones, factores de necrosis tisular, factores
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estimuladores de colonias, factores de crecimiento y quimiocinas. Las citoquinas
generalmente son secretadas, pero también pueden expresarse en la superficie
celular. Se sabe que su producciéon se induce rapidamente después de una lesion

tisular, infecciones o inflamacién (Allan and Rothwell, 2001).

Dentro de las citoquinas se encuentran varios subgrupos que incluyen:
interleuquinas (IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral (TNF), factores

de crecimiento, factores estimuladores de colonias (CFS) y quimiocinas.

Durante la activacién glial tanto la microglia como los astrocitos producen gran
numero de citoquinas. En el sistema nervioso central las citoquinas se han
relacionado con los efectos neurotdéxicos de la activacion glial que se da
especialmente cuando persisten altos niveles de estas moléculas durante periodos

prolongados de tiempo.

2.1. Citoquinas proinflamatorias.

Las citoquinas juegan un papel clave en la neuroinflamacion y el estrés oxidativo. Las
principales citoquinas proinflamatorias que son las responsables de la activacion de
iNOS en las células gliales y que aumentan la produccion de 6xido nitrico son el TNFq,
laIL-1B y el IFNy (Bhat et al., 1998; Brown and Neher, 2010; Chen et al., 2009; Fisher
and Maler, 2015; Kaminska et al., 2009; Saha et al., 2006; Sainz et al., 2015; Sastre et
al., 2006; Sheng et al.,, 2011). La produccién de ON llega a unos niveles que son
dafiinos para el organismo e inducen modificaciones en proteinas (nitrosilacion y
nitracion), lo que probablemente es uno de los factores causantes de la pérdida
neuronal y de la sefalizaciéon neuronal (Brown, 2010). Debido a este proceso, la

activacion de iNOS en las células gliales constituye una etapa critica en las
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enfermedades neurodegenerativas mediadas por la neuroinflamacion, proceso

debido a la activacién de la microglia (Brown, 2007, 2009; Saha and Pahan, 2006).

2.1.1. TNF

TNFa es producido principalmente por la microglia, macréfagos y células T y
presenta un papel central en la activacion glial. Actda mediante la unién a dos
receptores: TNFI y TNFRII, lo cual inicia las vias de transduccién de sefiales que
incluyen la activacion de la cascada de MAPK y las translocacion del factor NF-kB al
nucleo, lo que dara lugar a la activacion de la transcripcién de un gran nimero de
genes. El TNFa promueve la fagocitosis por parte de la microglia, induce el
reclutamiento de los neutréfilos y monocitos mediante la activacién de la produccion
de diferentes quimiocinas y activa la producciéon de diferentes metaloproteinas

(revisado por (Gosselin and Rivest, 2007).

2.1.2. IL-1

La IL-1 es una citoquina implicada en muchas neuropatologias que presenta dos
formas, IL-1a y IL-1B. La astroglia, la microglia y la oligodendroglia son capaces
de secretar IL-1. La expresion de IL-1R1 ha sido observada en varias regiones del
sistema nervioso central, tanto en neuronas como en gh'a. A este receptor se unen
con igual afinidad la IL-la y la IL-1B en asociaciéon con ciertas proteinas
accesorias. La IL-1 ejerce acciones durante el desarrollo del sistema nervioso
central sobre la proliferacion y la diferenciacién, y modula la eficacia sindptica de
las poblaciones neuronales, especialmente en el hipocampo. La administracién de

IL-1ra recombinante en el cerebro o en la periferia de roedores provoca una
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inhibicién marcada del dafio cerebral causado por la isquemia cerebral, lesiones
cerebrales o excitotoxinas. Esto sugiere una contribucién directa de la IL-1 a la
neurodegeneracion inducida experimentalmente. En respuesta al dafio cerebral,
la IL-1f es la que mas rapidamente se expresa dentro de la familia de la IL-1. Se
ha observado experimentalmente que la administracién de anticuerpos contra IL-
1B es neuroprotectora. La IL-1 induce la produccion de otras moléculas
inflamatorias como la colagenasa, la fosfolipasa A2 y las prostaglandinas.
También estimula la secrecién de otras citoquinas como la IL-6, TNF-«, TFG- y

factores estimuladores de colonias(Allan and Rothwell, 2001) (Hanisch, 2002a).

2.1.3. IFNy

La presencia del IFNy se relaciona con la activacion de las células T y NK (natural
killer). Cuenta con receptores tanto en las células gliales como neuronales, tiene un
papel central en la regulacién de la actividad inmune, ya que su accién sobre la
microglia causa la expresion de genes involucrados en el proceso inflamatorio entre
los que encontramos receptores de Fc y del complemento, moléculas de adhesion,
produccién y secrecion de citoquinas (TNFq, IL-1, IL-6) y 6xido nitrico(Hanisch,
2002a).

El IFNy induce la sintesis de moléculas de superficie como el MHC II, ICAM- 1 y
moléculas coestimuladoras, lo cual confiere a la microglia la capacidad presentadora
de antigeno. Ademas de sus efectos como activador de la microglia, IFNy también
puede inducir la apoptosis a través de la regulacion positiva simultanea de Fas y FasL

(Hanisch, 2002a).
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3. Produccion de 6xido nitrico e iNOS.

El 6xido nitrico (ON) es un gas sin carga que puede cruzar facilmente las
membranas bioldgicas. Es rdpidamente desactivado por oxidacién con una vida
media bioldgica de unos pocos segundos, limitando asi su extensién espacial en

los tejidos biologicos (Terpolilli et al.,, 2012).

En el cerebro el 6xido nitrico puede actuar como una molécula de sefializaciéon
intracelular que regula una gran variedad de procesos fisiolégicos (plasticidad
sinaptica, flujo sanguineo y desarrollo) o también puede actuar como una
molécula citotéxica tanto para organismos patdégenos como para las propias

células del organismo durante enfermedades.

A concentraciones fisioldgicas el 6xido nitrico es relativamente poco reactivo y la
mayoria de sus acciones fisiolégicas son mediadas por su unién a iones Fe2+ en
el grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble, causando su activacién y la
produccién de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). Sin embargo, el ON
puede generar otros derivados mucho mas reactivos, que en conjunto se conocen
como especies reactivas de nitrégeno tales como NOZ2-, N203- y aniones

peroxinitrito.

La enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) es la encargada de su sintesis
conjuntamente con la L-citrulina a partir del aminoacido L-arginina. Existen tres
isoformas de la NOS: la nNOS, que constitutivamente se expresa en neuronas y es
activada por calcio/calmodulina, particularmente después de la estimulacion de
receptores glutamatérgicos tipo NMDA; la eNOS, expresada constitutivamente en
células endoteliales cerebrales y algunos astrocitos, es regulada por
calcio/calmodulina y fosforilacion/desfosforilacion, y la iNOS, que normalmente
no se expresa en el cerebro sano pero es inducida en las células gliales y

endoteliales por citoquinas proinflamatorias, componentes bacterianos o viricos
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y/o hipoxia. Se requiere la presencia de elevados niveles de varias citoquinas para
lainduccion de iNOS, lo que sugiere que esta isoforma no desempefia su papel en

la fisiologia normal del sistema nervioso central.

La induccién de la expresion de iNOS es uno de los cambios caracteristicos de la
activacion glial que ocurre durante la respuesta inflamatoria. La produccion de
ON como consecuencia de la induccion de esta isoforma en las células gliales se
ha observado en la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas. Una vez
que se expresa iNOS se producen niveles elevados de ON continuamente, en
mayor proporciéon que los que puede producir nNOS. Hay cierta controversia
sobre qué células gliales expresan iNOS en el cerebro de los roedores. Si bien esta
aceptada su induccidn en la microglia activada, no esta tan claro en el caso de los
astrocitos. También se ha descrito la inducciéon de iNOS por varios mediadores
inflamatorios en oligodendrocitos de roedores, en células endoteliales cerebrales

y en fibroblastos.

La neurodegeneracion inflamatoria contribuye a una serie de patologias
cerebrales. Los mecanismos mediante los cuales la microglia activada y los
astrocitos matan las neuronas han sido identificados en los cultivos
celulares. Estos mecanismos incluyen la activacion del fagocito NADPH oxidasa
en microglia y la expresion de iNOS en células gliales. Esta combinacién produce
la apoptosis a través de la produccion de ONOO - . El 6xido nitrico derivado de
NOS inducible (iNOS) también sinergiza con la hipoxia para inducir la muerte
neuronal porque el 6xido nitrico inhibe la citocromo oxidasa. Esto puede resultar

en la liberacion de glutamato y excitotoxicidad (Forstermann and Sessa, 2012).

La toxicidad del 6xido nitrico se produce normalmente a través de una
interaccion directa con los diversos restos de proteinas. La toxicidad también

puede resultar de la formaciéon de anién peroxinitrito (ONOO -), un oxidante
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fuerte y mediador de la lesion tisular después de su combinacién con el anién. El
6xido nitrico también puede desencadenar la apoptosis directamente o a través

de ONOO -.

En el cerebro, ON esta formado principalmente por nNOS y eNOS. De acuerdo con
ello, sirve como un neurotransmisor y neuromodulador, y entre muchas otras
funciones, esta relacionado con el mantenimiento del flujo sanguineo cerebral
basal. Especificamente, ON ha sido implicado en la autorregulacion cerebral y
acoplamiento neurovascular. La evidencia mas reciente sugiere un papel del ON
en la proliferacion y diferenciaciéon neuronal. El ON inhibe la proliferacion
neuronal y la diferenciacion en el cerebro en desarrollo. El éxido nitrico ejerce
un efecto dual sobre la neurogénesis: Mientras ON derivado de nNOS disminuye
la neurogénesis, ON producido por endotelial o inducible NOS parece

estimularlo.(Terpolilli et al., 2012).

4. Oxido nitrico y estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es un estado en el que el equilibrio entre el sistema de los
antioxidantes y el nivel de radicales libres, capaz de dafiar los tejidos, se altera
(figura 3). La sintesis de radicales libres se produce durante los procesos
fisiolégicos de oxidacion-reduccion. Los radicales libres son los siguientes:
formas activas de oxigeno (especies reactivas del oxigeno-ROS), formas activas
de nitrégeno (RNitrogenS-RNS), los radicales centrados en carbono y los
radicales centrados en azufre. ROS es el sistema mdas importante de radicales

libres, porque muestra el doble papel del oxigeno en el organismo (paradoja del
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oxigeno) - este elemento estd involucrado en casi en todos los procesos vitales y
al mismo tiempo sus formas activas, que conducen a dafo de tejidos, también lo
contienen-. El peréxido de hidrégeno (H 2 O 2), radical superodxido (02--) y
radical hidréoxido (OH -) pertenecen a ROS. Factores de oxidacion que contienen
nitrégeno: 6xido nitrico (ON), el peroxinitrito (ONOO -) y diéxido de nitrégeno

(N202).

El 6xido nitrico es capaz de formar radicales hidroxilo (a expensas del electron
desapareado) y convertirse en di6xido de nitrégeno. Durante el mantenimiento
del equilibrio, los radicales libres desempefan funciones importantes en el
organismo: protegen a las células contra agentes infecciosos y extrafios, sirven
como mediadores secundarios en la regulacion de la actividad del sistema
cardiovascular, estan involucrados en procesos tales como el mantenimiento de
nivel intracelular de calcio, la fosforilacién/desfosforilacion de proteinas y la
activacion de factores de transcripcion. El 6xido nitrico posee propiedades tanto
pro-oxidantes como antioxidantes. Por lo tanto, es capaz de estimular la
peroxidacion de los lipidos y mediar reacciones de antioxidantes en las
membranas celulares al mismo tiempo. ON es capaz de unirse con los radicales
peroxilo, interrumpiendo el circuito del proceso oxidativo. Sin embargo, el 6xido
nitrico libre se puede unir con el superéxido, formando peroxinitrito altamente
toxico. El desequilibrio de antioxidantes y radicales libres conduce a un dafio de
las estructuras celulares: proteinas, lipidos, ADN (Terpolilli et al., 2012). ON esta
implicado en la peroxidacion y el estrés oxidativo reactivo (Atochin et al,

2015)(Nasyrova et al., 2015).
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Figura 3. Equilibrio entre mediadores de estrés oxidativo/inflamacién y antioxidantes/mediadores antiinflamatorios. En
un organismo saludable, mediadores del estrés oxidativo y la inflamacién estdn en equilibrio con el antagonista
desintoxicante y moléculas anti-inflamatorias. Durante la enfermedad este equilibrio se desplaza hacia el estrés oxidativo
y el sitio pro-inflamatorio, lo que lleva al dafio de proteinas y ADN, inflamacién, y finalmente la muerte celular(Fischer and

Maier, 2015a).

El estrés oxidativo debido a la produccidny liberacion de ROS después de lalesion
mitocondrial y la disfuncion excesiva se ha propuesto como un mecanismo
patologico general de todas las principales enfermedades neurodegenerativas
crénicas incluyendo Alzheimer, Parkinson y esclerosis multiple, enfermedades
inflamatorias predominantes relacionadas con el sistema nervioso

central(Fischer and Maier, 2015b).
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5. Neurodegeneracion, neuroinflamacion y enfermedades

neurodegenerativas

La busqueda de una definicion precisa de la neurodegeneracién es mucho mas ardua
de lo que cabria imaginar. Etimologicamente, la palabra se compone del prefijo
“neuro” que designa las células nerviosas (es decir, neuronas), y “degeneracion”, que
se refiere a, en el caso de tejidos u 6rganos, un proceso de pérdida de estructura o
funcién. Por lo tanto, en el sentido estricto de la palabra, la neurodegeneracion
corresponde a cualquier condicion patolégica que afecta principalmente a las
neuronas. En la practica, las enfermedades neurodegenerativas representan un gran
grupo de trastornos neurologicos con expresiones clinicas y patologicas
heterogéneas que afectan a subconjuntos de neuronas en los sistemas anatomicos
funcionales especificos; surge por razones desconocidas y progresa de una manera

implacable (Przedborski et al., 2003).

La neurodegeneracion es un fendémeno que ocurre en el sistema nervioso central a
través de diferentes mecanismos que se asocian con la pérdida de estructura y
funcién neuronal (Chen et al, 2016a), con una reducciéon de la supervivencia
neuronal y el aumento de la muerte neuronal en el SNC (Ransohoff, 2016a), dando
como resultado alteraciones funcionales y mentales en el individuo. Todavia no se
sabe por qué las neuronas del sistema nervioso central no se regeneran después de
los dafios. Actualmente, no hay agentes terapéuticos que puedan inducir la
regeneracion neuronal en las regiones dafiadas o afectadas en el cerebro (Kempuraj
et al, 2016). Aunque las causas asociadas con la degeneracién neuronal siguen
siendo poco conocidas, la incidencia de la neurodegeneracién aumenta con la edad,
en la vida adulta a mediados y finales. Este fenémeno que afecta principalmente a las
personas mayores, se produce en enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, esclerosis

lateral amiotroéfica (Chen et al,, 2016a), entre otras.
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Estudios recientes han demostrado un fuerte vinculo entre la inflamacién crénica y
la neurodegeneracion (Figura 4.). Se ha descrito la activacion de procesos
inflamatorios en diferentes enfermedades neurodegenerativas como: la enfermedad
de Alzheimer, que se caracteriza por la muerte de las células en el hipocampo y la
corteza frontal secundaria a la inflamacion croénica; la enfermedad de Parkinson en
donde la inflamacién crénica conduce a la pérdida de receptores dopaminérgicos en
la sustancia negra; la esclerosis lateral amiotrofica que es otra condicion inflamatoria
en la que las neuronas motoras son finalmente destruidas; la esclerosis multiple que
es un trastorno autoinmune en el que las células inflamatorias atacan la vaina de
mielina.(Delegge and Smoke, 2016). Aunque la activaciéon de un evento inflamatorio
agudo es un mecanismo necesario de autodefensa del sistema nervioso central (SNC)
contra antigenos extrafios, la activacion prolongada de la respuesta inflamatoria

puede conducir a inflamacion crénica y muerte celular (Campbell, 2004).

CNS injury
Infection or neuronal damage

Astrocytes \

A @

Neurodegeneration

Figura 4. Breve esquema de la neuroinflamacién. Esquema de la desmielinizacién mediada por células del SNC y
neurodegeneracion. Lesién del SNC, por ejemplo, durante la infecciéon o dafio neuronal, se activan los astrocitos y
microglia. Esto induce la secreciéon de ROS, RNS, y citoquinas proinflamatorias y quimiocinas. Estos factores pueden promover

la desmielinizacion y dafio axonal, conduciendo finalmente a la neurodegeneracion (Fischer and Maier, n.d.)
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La neurodegeneracion es modulada por mediadores inflamatorios y neurotoxicos
tales como interleucina-1 beta (IL-1), IL-6, IL-8, IL-33, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), quimiocinas (CCL2, CCL5), metaloproteinasas (MMPs), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor de
maduraciéon de la glia (GMF), sustancia P, especies reactivas de oxigeno (ROS),
especies reactivas de nitrégeno (RNS), CD40, CD40L, CD88, elevaciéon de Ca*
intracelular, la activaciéon de las proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPKs) y factor nuclear kappa-B (NF-kB), entre otros. Microglia, astrocitos,
neuronas, células T activadas y mastocitos liberan estos mediadores inflamatorios y
modulan la neuroinflamacién y la neurodegeneraciéon. Ademas, las células inmunes
e inflamatorias y mediadores inflamatorios de la periferia cruzan la defectuosa

barrera hematoencefalica (BHE) aumentando ain mas la neuroinflamacion.

Factores tales como el proceso normal de envejecimiento, demencia, depresion,
trauma, tumores, lesiones cerebrales, hipertension, diabetes, obesidad, infecciones
locales y sistémicas, factores ambientales, toxinas y las drogas pueden iniciar la
neuroinflamacion en el SNC mediante la activacion de la microglia, astrocitos y
neuronas en el cerebro.Estos factores también activan células inmunes e
inflamatorias tales como células T y mastocitos. La activacion de las células gliales y
células inflamatorias liberan muchos mediadores proinflamatorios y neurotoxicos y
también aumentan la expresion de proteinas receptoras relacionadas con la
inflamacion en las células cerebrales. Estos mediadores inflamatorios y expresiones
de proteinas aumentan aiin mas la neuroinflamacién y la neurodegeneracion de una

manera viciosa causando enfermedades neurodegenerativas progresivas (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama esquematico que muestra la neurodegeneraciéon mediada por la neuroinflamacion en el cerebro. MC=
mastocitos, PAR-2 = proteinasa activadas, Tc = células T, UCPs = receptor de proteinas desacoplantes mitocondriales-2

(Kempuraj et al.,, 2016)

La neuroinflamacién y la disfuncién mitocondrial son caracteristicas comunes de las
enfermedades neurodegenerativas cronicas del sistema nervioso central. Ambas
condiciones pueden conducir a un aumento del estrés oxidativo por liberacion
excesiva de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS) que pueden ser
nocivas, promover un mayor dafio neuronal y la posterior inflamacién resultante en
un bucle que se autoalimenta y conduce a la neurodegeneracién (Fischer and Maier,

2015a).
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5.1. Inflamacion en la Enfermedad de Alzheimer

Inflammatory components in Alzheimer’s disease
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Figura 6. Componentes inflamatorios en la enfermedad de Alzheimer (Glass et al., 2010).

El péptido amiloide-f3, producido por la escision de la proteina precursora amiloide
(APP), forma agregados que activan la microglia, en parte mediante la sefializacion
a través de receptores de tipo Toll (TLRs) y RAGE. Estos receptores activan los
factores de transcripciéon NF-kB y AP-1, que a su vez inducen la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y conducen a la expresion de mediadores
inflamatorios tales como citoquinas. Estos factores inflamatorios actdan
directamente sobre las neuronas colinérgicas y también estimulan los astrocitos, que
amplifican las sefiales proinflamatorias e inducen efectos neurotéxicos. La apoptosis
y la necrosis de las neuronas dan lugar a la liberacion de ATP, que activa la microglia
a través del receptor P2X7 purinérgico. La microglia también puede desempefiar un
papel protector mediando la eliminacion de Af3 a través de mecanismos
dependientes de la ApoE y ApoE-independientes. Las neuronas colinérgicas en el
cerebro anterior basal, las neuronas que se ven afectados principalmente en

enfermedad de Alzheimer, se supone que son objetivos importantes de la toxicidad
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inducida por la inflamacién, pero otros tipos de neuronas, tales como
glutaminérgicas y neuronas GABAérgicas, también pueden verse afectadas (Glass et

al, 2010).

5.2. Inflamacion en la enfermedad de Parkinson

Inflammatory components in Parkinson’s disease
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Figura 7. Componentes inflamatorios en la enfermedad de Parkinson (Glass et al., 2010).

Las caracteristicas neuropatolédgicas mas destacadas de la enfermedad de Parkinson
son la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra del mesencéfalo y
la presencia de inclusiones intracelulares que contienen agregados de la proteina a-
sinucleina, llamados cuerpos de Lewy.Ademas de formar cuerpos de Lewy, los
agregados de a-sinucleina forman oligémeros de estado intermedio que cuando se
liberan de las neuronas activan la microglia a través de mecanismos independientes
del receptor Toll-like (TLR). Esto conduce a la activacién de NF-kB y la produccién

de especies reactivas de oxigeno (ROS) y mediadores proinflamatorios. Estos
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factores actian directamente sobre las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra, que son las neuronas principales (aunque no las Uinicas) que mueren en la
Enfermedad de Parkinson. Estos factores también activan la microglia, que amplifica
la respuesta inflamatoria en un bucle de retroalimentacion positiva, lo que conduce
a la activacion adicional de la microglia. Los productos derivados de microglia y
astrocitos actian de una manera combinada para promover neurotoxicidad. El
lipopolisacarido bacteriano (LPS), que actia principalmente a través de TLR4
expresado por microglia, es suficiente para inducir una respuesta inflamatoria en la
sustancia negra que resulta en la pérdida de neuronas dopaminérgicas. El factor de
transcripciéon NURR1 actda para suprimir las respuestas inflamatorias en microglia

y astrocitos mediante la inhibicion de genes diana de NF-k B (Glass et al., 2010).

5.3. Inflamacion en la esclerosis lateral amiotrofica.

Inflammatory components in Amyotrophic Lateral Sclerosis
N Motor 1

¥ neuron

K

* *
*

SOD1 aggregate’: * ¥ Ubiquitinated aggregates

x * %

* V7 %
% * % | Proteasome
— Apoptosis/Necrosis

—~—

Disease Modifiers

* Aging (accumulation
of oxidative damage)

* Pesticides

* Neurotoxins

NO
IL-6

| IL-1B2
TNF-o?

\ " O

TNF-a, IL-1B

Figura 8. Componentes inflamatorios en la esclerosis lateral amiotroéfica (Glass et al,, 2010).
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La patologia de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se caracteriza por la
degeneracion de las neuronas motoras. La esclerosis lateral amiotréfica familiar es
causada por mutaciones en el gen SOD1, pero los genes mutados en la ELA
esporadica aun no estan definidos. La neurodegeneracion progresiva de las
neuronas motoras en ELA puede resultar de una combinaciéon de vulnerabilidad
intrinseca de neuronas motoras a agregados de proteina SOD1 mutante y toxicidad
auténoma no celular ejercida por células vecinas. Los agregados tdéxicos pueden
inducir respuestas inflamatorias por microglia a través del receptor Toll-like 2

(TLR2) y CD14.

La microglia puede inducir la activacion de astrocitos mediante la produccién de
citoquinas. La microglia y astrocitos activados amplifican el dafio inicial a las
neuronas motoras mediante la activacion de AP-1 y NFkB mediante la produccion de
citoquinas proinflamatorias y moléculas activadoras de apoptosis tales como TNF-«
y FASL. TNF-a e IL-1f ejercen efectos neurotdxicos in vitro, pero la delecion de los
genes individuales no afecta el curso de la enfermedad en un modelo animal. Las
neuronas motoras moribundas liberan ATP que puede activar la microglia a través

del receptor purinérgico P2X7 expresado por microglia (Glass et al., 2010).
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5.4. Inflamacidn en la esclerosis miultiple.

Inflammatory components in Multiple Sclerosis

Disease Modifiers T Nourcy

* Infection
* Gender
(female > male)

>~ Complement
r L‘\
v Antibody

<« 7>\

Myelin
sheath

Figura 9. Componentes inflamatorios en la esclerosis multiple (Glass et al., 2010).

La infeccién por bacterias o virus u otros estimulos ambientales desencadenan la
activacion de microglia y astrocitos en la esclerosis multiple (EM), dando lugar a la
produccién de citoquinas proinflamatorias mediante la activacion de los factores de
transcripcion NF-kB y AP-1. Las células T virgenes reconocen el antigeno derivado
de la mielina presentado en el contexto de las moléculas de MHC por las células
presentadoras de antigeno. En presencia de IL-6 y TGF-, se induce a las células T
virgenes a expresar el receptor huérfano relacionado con el receptor de acido
retinodico yt (RORyt) y se diferencian en células Th17. La microglia activada y los
astrocitos secretan IL-23 y osteopontina, que inducen a las células Th17 a secretar
IL-17 y TNF-qa, resultando en dafio a la vaina de mielina que protege los axones
nerviosos. Los astrocitos activados producen BAFF, un factor de supervivencia para
las células B autorreactivas, que se diferencian en células plasmaticas y producen
anticuerpos anti-mielina. La microglia y astrocitos activados son también fuentes de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (ON), que contribuyen a la

destruccion de la vaina de mielina y de las propias neuronas. Las células T
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reguladoras (Treg) que expresan Foxp3 suprimen la actividad de las células Th17 y

asf ayudan a suprimir la inflamacién (Glass et al., 2010).

6. Acidos Grasos

Un Aacido graso es una biomolécula de naturaleza lipidica formada por una cadena
hidrocarbonada, de diferente longitud o nimero de dtomos de carbono, en cuyo
extremo hay un grupo carboxilo. En general se puede formular un acido graso
genérico como: R-COOH, donde “R” es la cadena hidrocarbonada que identifica el

acido en particular.

Los acidos grasos forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos, moléculas que
constituyen la bicapa lipidica de todas las membranas celulares. En el ser humano, la
mayoria de los acidos grasos se encuentran en forma de triglicéridos, que se

almacenan en el tejido adiposo.

Los acidos grasos raras veces aparecen de forma libre en la naturaleza y casi siempre
estan unidos a otras moléculas por su grupo hidroéfilo de la cabeza de acido
carboxilico. Los acidos grasos aparecen principalmente como cadenas
hidrocarbonadas no ramificadas con un nimero par de atomos de carbono y se
clasifican seglin el nimero de a&tomos de carbono, el nimero de dobles enlaces y la

posicion de los dobles enlaces en la cadena.

6.1. Clasificacion de los acidos grasos.

Los acidos grasos de la dieta mas comunes se subdividen en tres grupos segun el

grado de insaturacion: los acidos grasos saturados (AGS) no poseen dobles enlaces,
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los acidos grasos monoinsaturados (AGMI) poseen un doble enlace y los acidos

grasos poliinsaturados (AGPI) poseen dos o mas dobles enlaces.

Tanto la longitud de la cadena carbonada como la presencia y localizacién de las
insaturaciones caracterizan las propiedades fisicas de los AG, como su punto de
fusion y su fluidez. Estas propiedades son muy importantes para la fisiologia del
organismo. Desde un punto de vista bioquimico, la posicion de los dobles enlaces
respecto al final de la cadena es muy importante por tratarse de una estructura

muy conservada en las rutas metabolicas.

Los seres humanos almacenan la grasa principalmente en forma de acidos grasos
saturados: palmitico y estedrico. Las membranas celulares deben ser estables y
flexibles y para conseguirlo los fosfolipidos de la membrana contienen un AGS y un

acido graso muy poliinsaturado.

6.1.1. Acidos grasos saturados

En un acido graso saturado (AGS), todos los puntos de unién de los atomos de
carbono no unidos a otro atomo de carbono estan unidos a hidrégeno y, por tanto,
estan saturados. No hay dobles enlaces entre los atomos de carbono y se clasifican

en cuatro subgrupos segun la longitud de su cadena: corta, media, larga o muy larga.

«  Acidos grasos de cadena corta: de 3 a 7 &tomos de carbono.
«  Acidos grasos de cadena media: de 8 a 13 4tomos de carbono.
« Acidos grasos de cadena larga: de 14 a 20 4tomos de carbono.

e Acidos grasos de cadena muy larga: con 21 o mas dtomos de carbono.
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En la Tabla 1. Se muestran algunos de los AGS mas comunes en la dieta, los cuales
proceden principalmente de grasas animales y lacteas. También se han observado
niveles considerables de AGS en algunos aceites tropicales, especialmente en los

aceites de palmay de coco.

Tabla 1. Acidos grasos saturados comunes en grasas y aceites de la dieta.

Nombre comtin Nombre sistematico Abreviatura Fuentes principales

Butirico butanoico C4:0 Grasa lactea

Caproico hexanoico C6:0 Grasa lactea

Caprilico octanoico C8:0 Grasa lactea, aceites de coco y de palma.
Céprico decanoico C10:0 Grasa lactea, aceites de coco y de palma.
Laurico dodecanoico C12:0 Aceite de coco, aceite de palma.
Miristico tetradecanoico C14:0 Grasa lactea, aceite de coco, aceite de palma.
Palmitico hexadecanoico C16:0 La mayoria de grasas y aceites.

Estedrico octadecanoico C18:0 La mayoria de grasas y aceites.
Araquidico eicosanoico C20:0 Aceite de cacahuete.

Behénico docosanoico C22:0 Aceite de cacahuete.

Lignocérico tetracosanoico C24:0 Aceite de cacahuete.

6.1.2. Acidos grasos insaturados

Estos acidos también se clasifican en tres subgrupos segun la longitud de su cadena:

corta, larga o muy larga:

e Acidos grasos insaturados de cadena corta: con 19 o menos atomos de carbono.
«  Acidos grasos insaturados de cadena larga: de 20 a 24 4tomos de carbono.
e Acidos grasos insaturados de cadena muy larga: con 25 o mas atomos de

carbono.
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6.1.2.1. Acidos grasos monoinsaturados (AGMI)

Un acido graso monoinsaturado (AGMI) contiene un doble enlace en su estructura.
En la naturaleza existen mas de un centenar de AGMI, pero la mayoria son
componentes poco comunes. El acido oleico (OA) es el AGMI mas comun y esta
presente en cantidades considerables en fuentes tanto de origen animal como

vegetal. En la Tabla 2 se muestran los AGMI mas comunes en la dieta.

Tabla 2. Algunos acidos grasos monoinsaturados en grasas y aceites

Nombre comun Nombre sistematico Abreviatura delta Fuentes principales

Palmitoleico cis-9-hexadecénoico 16:1A9c (9¢-16:1) Aceites de origen marino, aceite
de macadamia, la mayoria de
aceites animales y vegetales.

Oleico cis-9-octadecenoico 18:1A9c (9¢-18:1) (OA) Todos los aceites y grasas,

especialmente
aceite de oliva, el aceite de
canola, los aceites de girasol y
cartamo ricos en acido oleico.

cis-Vaccénico

cis-11-octadecenoico

18:1A11c (11c-18:1)

La mayoria de aceites vegetales.

Gadoleico cis-9-eicosenoico 20:1A9c (9¢-20:1) Aceites de origen marino
cis-11-eicosenoico 20:1A11c (11c-20:1) Aceites de origen marino
Erucico cis-13-docosenoico 22:1A13c (13c-22:1) Aceite de semilla de mostaza,
aceite de colza rico en acido
erucico.
Nervonico cis-15-tetracosenoico 24:1A15c (15c¢-24:1) Aceites de origen marino
6.1.2.2. Acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

Los acidos grasos poliinsaturados contienen dos o mas dobles enlaces. Los AGPI
naturales, con dobles enlaces separados por un metileno y de configuracién cis
pueden dividirse en 12 familias diferentes: pueden comprender entre dobles

enlaces situados en la posicién n-1 hasta la n-12 (Gunstone, 1999). Las familias mas
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importantes, por lo que se refiere al grado de frecuencia y la salud y nutricién

humana, son la n-6 y la n-3. En la Tabla 3 y 4 aparecen enumerados los miembros de

estas familias.

Tabla 3. AGPI n-6 importantes a nivel nutricional

Nombre comtin

Nombre sistematico

Abreviatura omega
componente en cantidad
minima de tejidos animales

Fuentes principales

Acido linoleico
Acido y-linolénico
Acido dihomo-y-
linolénico

Acido araquiddnico
Acido
docosatetraenico

Acido
docosapentaenoico

Tabla 4. AGPI n-3 Importantes a nivel nutricional

acido cis-9,cis-12
-octadecadienoico

acido cis-6,cis-9,cis-12
-octadecatrienoico

acido cis-8,cis-11,cis-14
-eicosatrienoico

acido cis-5,cis-8,cis-11, cis-14-
eicosatetraenoico

acido cis-7,cis-10,cis-13, cis-16-
docosatetraenoico

acido cis-4,cis-7,cis-10, cis-13,
cis-16-docosapentaenoico

18:2n-6 (LA)

18:3n-6 (GLA)

20:3n-6 (DHGLA)

20:4n-6 (AA)

22:4n-6

25:5n-6 (DPA)

la mayoria de aceites vegetales

aceites de semillas de onagra, borraja 'y
grosella negra

componente en cantidad minima de
tejidos animales

grasas animales, higado, lipidos del
huevo, pescado

componente en cantidad minima de
tejidos animales

componente en cantidad minima de
tejidos animales

Nombre comtin

Nombre sistematico

Abreviatura omega

Fuentes principales

Acido o-linolénico

Acido estearidénico

Acido

eicosapentaenoico

Acido
docosapentaenoico

acido cis-9,cis-12-cis-15
-octadecatrienoico

acido cis-6,cis-9,cis-12,cis
15- octadecatetraenoico

acido cis-5, cis-8,cis-11,cis-
14,cis-17-eicosapentaenoico

acido cis-7,cis-10,cis-13,
cis-16, cis-19
-docosapentaenoico

Acido docosahexaenoico acido cis-4,cis-7,cis-10,

cis-13,cis-16,cis-19
-docosahexaenoico

18:3n-3 (ALA)

18:4n-3 (SDA)

20:5n-3 (EPA)

22:5n-3 (n-3 DPA)

22:6n-3 (DHA)
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aceites de lino, perilla, canola y soja

aceites de pescado, aceite de soja
modificado genéticamente, aceite de
semilla de grosella negra y aceite de
caflamo

pescado, especialmente el azul (salmén,
arenque, anchoa, eperlano y caballa)

pescado, especialmente el azul (salmén,
arenque, anchoa, eperlano y caballa)

pescado, especialmente el azul (salmén,
arenque, anchoa, eperlano y caballa)
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El 4cido linoleico (LNA) es el acido graso esencial primario o generador de la familia
n-6. Posee 18 atomos de carbono y dos dobles enlaces. Ademas, el primer doble
enlace se encuentra a 6 atomos de carbono del extremo metilo de la cadena de acidos
grasos, y este es el motivo de que se denomine n-6. El LNA puede ser desaturado y
alargado en humanos para formar series de AGPI n-6.

El acido a-linolénico (ALA) es el acido graso esencial primario o generador de la
familia n-3. Cuenta igualmente con 18 dtomos de carbono, pero posee tres dobles
enlaces. A diferencia del LNA, el primer doble enlace del ALA se encuentra en el
tercer atomo de carbono partiendo del extremo metilo de la cadena de acidos grasos,
y de ahi el nombre de n-3 (Figura 10). Al igual que el LNA, el ALA también puede ser

desaturado y alargado para formar series de AGPI n-3.

9,12-octadecadiencicacid 9,12,15-octadecatrienoicacid
or linoleic acid (LNA) or linolenic acid (ALA)

Figura 10. Modelo de la estructura molecular del acido linoléico y el acido linolénico(Barcel4-Coblijn and Murphy, 2009).

Solo las plantas (incluido el fitoplancton marino) pueden sintetizar acidos grasos

omega-6 y omega-3. Los animales, incluidos los seres humanos, solo pueden colocar
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dobles enlaces en una situacion tan baja como el carbono 9 y, por tanto, no pueden
sintetizar acidos grasos omega-6 y omega-3. Pero los seres humanos pueden
desaturar y elongar el acido linoleico (18:2 n-6) para obtener acido araquidoénico
(20:4 n-6), y el acido alfa-linolénico (ALA) (C18:3 omega-3) para obtener acido
eicosapentaenoico (EPA) (C20:5 omega-3) y acido docosahexaenoico (DHA) (C22:6
omega-3). Por consiguiente, tanto el acido linoleico (LNA) (18:2 n-6) como el ALA
(C18:3 w-3) son esenciales en la dieta. Un acido graso esencial es cualquiera

perteneciente a las familias de los acidos grasos w-6 y w-3.

Diferentes estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que estas dos
familias de AGPI no s6lo comparten para su sintesis las enzimas que desaturan y
elongan, sino que también compiten por ellas (Barcel4-Coblijn and Murphy, 2009).
Asi pues, el equilibrio se puede desplazar hacia un lado o hacia el otro en funcién de
la ingesta de precursores, acido linoleico (LNA) en el caso de los omega-6 y ALA en

el caso de los omega -3.

El acido linoléico, el 4cido araquidoénico y el acido docosaheandico son los acidos
grasos predominantes en los fosfolipidos celulares, por esta razon son tan
importantes a nivel bioldgico debido a que determinan la fluidez de las membranas
y, por tanto, el comportamiento de las enzimas y receptores de éstas (Jump, 2002).
Ambos AG esenciales (LNA y ALA) se metabolizan a otros mas insaturados a partir
de una serie alternada de reacciones especificas llevadas a cabo por elongasas y
desaturasas. Estas enzimas especificas estan localizadas en el reticulo
endoplasmatico y en los peroxisomas de las células. Las dos vias metabolicas (Figura
11), la de los AGPI n-3 y la de los AGPI n-6, utilizan los mismos complejos
enzimaticos para sus transformaciones; es por esto que existe una competencia
entre ellos por las enzimas especificas en cada reaccién. La enzima A6-desaturasa

posee mayor afinidad por los AGPI n-3 que por los AGPI n-6. Esta enzima se
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reconoce como la limitante de estas reacciones y algunas evidencias sefialan que su

actividad decrece con la edad (Rueda et al,, 2011).

La mayor afinidad de la enzima A6-desaturasa por los AGPI n-3 hace que se
requieran cantidades mucho mayores de éstos para mantener una velocidad de

sintesis adecuada a los requerimientos del organismo.

Acidos Grasos w-6 Acidos Grasos w-3
Acidolinolelco 18:2 w-6 Acido a-linolénico 18:3
l-’-—- A6 Desaturasa o l
18:3 18:4
< Elongasa >
20:3 20:4
“————— A5 Desaturasa >
Acido araquidénico 20:4 Acide eicosapentaenoico 20:5
Elongasa
22:4 22:5
l < Elongasa >
24:4 24:5
. A6 Desaturasa >
24:5 24:%6

Retroconversion B Ulldatfdn
Peroxisomal Acido docosapentaenaico 22:5 Acido docosahexaenoico 22:6

Figurall. Vision general de la elongacién y desaturacién de los &cidos grasos n -6 y n -3 (Valenzuela B et al,,

2011).

El LNA y el ALA se encuentran en todas las grasas de la dieta y presentan mayores
proporciones en la mayoria de los aceites vegetales (White, 2007). E1 ALA se
encuentra sobre todo en las plantas y presenta mayores concentraciones en algunas
semillas y frutos secos y en algunos aceites vegetales. El acido araquidénico (AA) es
el AGPI n-6 mas importante de todos los acidos grasos n-6 porque es el precursor
principal de los eicosanoides derivados de la familia n-6. El AA se encuentra en
menor cantidad en carnes, huevos, pescado, algas y otras plantas acuaticas (Wood

et al., 2008) (Ackman, 2008).

El 4cido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA) son los acidos

grasos n-3 mas importantes de la nutricion humana. El EPA y el DHA son
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componentes de los lipidos marinos. De hecho, la caballa, el salmén, la sardina, el
arenque y el eperlano son fuentes muy ricas en EPA y DHA (Ackman, 2008). Los
aceites de pescado que contienen un 60 % de EPA y DHA se venden como fuentes de

estos importantes acidos grasos n-3.

En esta tesis nos centraremos en el efecto anti o pro-inflamatorio de un acido
saturado: acido palmitico (AP) y dos acidos grasos poliinsaturados: acido

eicosapentaenoico (EPA) y dcido docosahexaenoico (DHA).

6.2. Acidos grasos, inflamacién y enfermedades neurodegenerativas.

6.2.1. Acido palmitico

El acido palmitico o acido hexadecanoico, es un acido graso saturado de cadena
larga, formado por dieciséis atomos de carbono. Su féormula quimica

es CH3(CHZ2)14COOH.

O

//”\\v//\\\//’\\v//\\\//”\\v//\\\//ﬁ\\v/JL\()H

Acido palmitico

Figura 12. Estructura del acido palmitico.

El 4cido palmitico es el principal acido graso saturado de la dieta, constituyendo
aproximadamente un 60% de los mismos. Es el mas abundante en las carnes (detras
del acido oléico, que es monoinsaturado), grasas lacteas (mantequilla, queso y nata)

y en los aceites vegetales como el aceite de coco y el aceite de palma.
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El &cido palmitico puede ser proporcionado en la dieta o sintetizado endégenamente
a partir de otros acidos grasos, hidratos de carbono y algunos aminodacidos. Aunque
a menudo se considera como un componente de triglicéridos del tejido adiposo, el
acido palmitico es también abundante en lipidos de membrana (Innis, 2016). A
pesar de que a menudo se considera que tiene efectos adversos sobre las
enfermedades crénicas en adultos, el 4cido palmitico es un componente esencial de
las membranas celulares, lipidos secretores y de transporte, con papeles cruciales
en palmitoilacién de proteinas y moléculas de sefal palmitoilada (Agostoni et al.,

2016).

Diversos estudios han demostrado que el acido palmitico esta relacionado con la
inflamacidn en diferentes drganos, incluido el cerebro (Gupta et al., 2012a) (Wu et
al,, 2014) (Wang et al., 2014)(Wong et al.,, 2014) (Cayla M. Duffy et al., 2015)(Dumas
et al, 2016). Induce moléculas inflamatorias, tales como el factor de necrosis
tumoral (TNF- a), interleuquina (IL) -1, IL-6, proteina quimiotactica de monocitos-
1 (MCP-1), generala formacidn de especies reactivas de oxigeno y el factor inhibidor
de macrofagos a través del receptor 4 similar a toll ( TLR4), y regula la inflamacién
de diversos érganos a través del reclutamiento de macrdéfagos. Al parecer el acido
palmitico también esta relacionado con la activacion de la inflamaci6n a través de la

via AMPK-ROS (Tashiro et al,, 2017) .

Especificamente en el cerebro se ha demostrado que el 4cido palmitico puede
desencadenar la inflamaciéon en macroéfagos cultivados (Laine et al, 2007a), y
modular el procesamiento de amiloide en las neuronas y astrocitos (Patil and Chan,

2005a)(Patil et al., 2006a).

Algunos estudios han demostrado que la exposicion a acido palmitico aumenta la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-a, y 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), 6xido nitricoy especies reactiva de oxigeno en células microgliales

(Martins de Lima-Salgado et al., 2011) (Cayla M Duffy et al., 2015a).
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El 4cido palmitico estimula la via TLR4 y activa la fosforilacién y translocacién
nuclear de la subunidad p65 de NF-kB para desencadenar la producciéon de
mediadores pro-inflamatorios que pueden contribuir a la muerte neuronal. (Wang

et al., 2012a)(Cayla M. Duffy et al., 2017).

Dosis altas de acido palmitico (400 M) disminuyen significativamente la conversion
de MTT a formazan, lo que sugiere que esta dosis de acido palmitico induce algun
grado de disfuncién mitocondrial o citotoxicidad en astrocitos. También se ha
observado que el acido palmitico aumenta la fosforilacién de p38 y p42 / p44 MAPK

en cultivo de astrocitos (Gupta et al., 2012a).

En general, en diversos estudios se ha observado que la ingesta moderada o elevada
de grasas saturadas como el acido palmitico incrementa el riesgo de padecer
enfermedades neurodegenerativas (Morris and Tangney, 2014). Una dieta rica en
acido graso puede provocar resistencia a la insulina, obesidad, inflamacion, pérdida
de memoria (Petrov et al.,, 2015c), conduciendo al desarrollo de estas patologias por
diversos mecanismos como la aterosclerosis, el estrés oxidativo o la inflamacién,
ademas de existir evidencia de que al parecer los acidos grasos saturados ingeridos
durante la juventud o la mediana edad se asocian con una peor funcién cognitiva
global, alteraciones en la memoria prospectiva y una mayor vulnerabilidad a los
déficits relacionados con la edad y las enfermedades neurodegenerativas(Eskelinen

et al., 2008)(Solfrizzi et al., 2011)(Tolppanen et al., 2014).

6.2.2. Acidos grasos omega 3: acido docosahexaenoico y acido

eicosapentaenoico

El acido docosahexaenoico y el acido eicosapentaenoico son acidos grasos esenciales

poliinsaturados de la seria omega 3. El DHA contiene 22 atomos de carbono y 6
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insaturaciones o dobles enlaces (C22:6n- 3) y el EPA contiene 20 atomos de carbono

y cinco instauraciones o dobles enlaces (C20:5n-3).

Figural3. Estructura quimica del acido docosahexaenoico DHA.

Figura 14. Estructura quimica del acido eicosapentaenoico EPA.

El DHA y el EPA se pueden obtener mediante la ingesta alimentaria o la conversion
enddgena de los precursores LNA y ALA, los cuales requieren las mismas enzimas
de conversion (Janssen and Kiliaan, 2014). La ruta biosintética de los seres humanos
no parece proporcionar un nivel suficiente de ALA para que éste sustituya al EPAy
al DHA de la dieta. Solo se alcanzan grandes niveles de EPA y DHA en la sangre u

otras células cuando éstos son incorporados como tales en la dieta.

Las principales fuentes alimentarias de AGPI omega-3 son el pescado azul y el
marisco. En estos productos, los AGPI omega-3 se encuentran de manera natural y
las mejores fuentes son el salmon, sardinas, atin, arenque y trucha. Actualmente
existe una gran cantidad de alimentos enriquecidos con EPAy / o DHA de cualquiera
de las fuentes marinas o algas llamados “alimentos funcionales” los ejemplos

incluyen leches de soja y jugos, aceites de cocina, pastas para untar, productos de
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aperitivo e incluso palitos de pescado, en donde el enriquecimiento se encuentra en
el empanado. La disponibilidad de alimentos funcionales varia segin la regién

(Mataix Verdu et al., 2009)(Vannice et al., 2014).

A diferencia del resto de grasas alimentarias, los AGPI incorporados mediante la
dieta no suelen consumirse de manera oxidativa para la produccion de energia, sino
que su destino preferente es la incorporacion en las membranas celulares,
condicionando el papel fisioldgico y funcional de ésta en lo que se refiere ala funcién
de reconocimiento celular, transmisién de sefales, transporte de nutrientes y
metabolitos y diversas actividades enzimaticas. Estas funciones son debidas en gran

parte a la modificacion de la fluidez de la membrana.

La fluidez de membrana se refiere a la capacidad de movimiento molecular de la
membrana, y es una caracteristica propia de la membrana celular que esta
totalmente condicionada por su composicion en acidos grasos. Dependiendo de la
estructura quimica de los acidos grasos, estos acidos ocupan mas o menos espacio
dentro de la bicapa. Asi los AG de tipo saturado se disponen de una manera muy
empaquetada con muy poco movimiento, mientras que los AGPI ocupan mads espacio
y son mas mdviles, aumentando asi la fluidez de la membrana. Cuando se ingiere
EPA y DHA, estos acidos grasos reemplazan a los acidos grasos omega 6,

especialmente el AA, en las membranas celulares.

La mayoria de respuestas inflamatorias normales, siguen un proceso que puede
dividirse en tres fases: 1) iniciacién, 2) escalado y mantenimiento y 3) resolucién.
Algunos mediadores quimicos normales son responsables de llevar a cabo estas tres
fases. Mientras algunos mediadores quimicos inician y mantienen la respuesta
inflamatoria (leucotrienos, factor activador de plaquetas (PAF), citoquinas), otros
deberian revertir y resolver dicha respuesta (resolvinas, docosatrienos y lipoxinas).

Cuando esta respuesta inflamatoria esta alterada y no se produce la resolucion de
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las misma (como es el caso de las enfermedades inflamatorias), la inflamacion

seguird indefinidamente convirtiéndose en un proceso crénico.

Los Eicosanoides son mediadores bioactivos y precursores de las prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos. Se consideran sustancias similares a las hormonas, ya
que se producen cuando se estimulan, son utilizados y metabolizados rapidamente,
y no se almacena en las células. Las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos
estan implicados con una gran cantidad de actividades fisioldgicas y homeostaticas,
incluyendo la modulacion de la inflamacién, la agregacién plaquetaria, el
crecimiento celular y la proliferacién, contraccion del musculo liso, la
vasoconstricciéon y la vasodilatacién. Los eicosanoides (prostaglandinas y
leucotrienos) derivados del metabolismo del AA, poseen caracteristicas pro-
inflamatorias mientras que los derivados de acidos grasos poliinsaturados cadena
larga omega-3 (n-3) disminuyen la produccién de los mediadores proinflamatorios

(Ruedaetal, 2011).

Los metabolitos oxigenados derivados del EPA y del DHA, es decir, las ‘resolvinas’ o
‘docosatrienos’, juegan un papel significativo ya que poseen una potente actividad
antiinflamatoria e inmunoreguladora a concentraciones del rango nanomolar y
picomolar. Los compuestos derivados de EPA son designados resolvinas de la serie
E, mientras que los que provienen del DHA como precursor, se denominan
resolvinas, docosatrienos o protectinas ('neuroprotectinas') de la serie D (Serhan et

al., 2002)(Serhan et al., 2004).

Las lipoxinas y epi-lipoxinas derivados del AA y las resolvinas y docosatrienos,
derivados de EPA y DHA, aparecen como miembros de los mediadores lipidicos
enddégenos, que se ponen en marcha en la fase de resolucion de la respuesta
inflamatoria. Las resolvinas y neuroprotectinas, derivados de EPA y DHA,
respectivamente, son una nueva clase de moduladores que parecen tener actividad

anti-inflamatoria y neuroprotectora.
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Estudios han demostrado que el DHA y EPA ejercen efectos protectores, incluyendo
actividad antiinflamatoria y anti-apoptética, en diferente modelos experimentales,
al parecer debido a que los acidos grasos omega-3 compiten con el acido
araquidénico (AA), que es el principal representante de los AGPI de la familia
omega-6. AA es el precursor de las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos,
que tienen efectos proinflamatorios, mientras que los omega-3 son precursores

protectinas y resolvinas que tienen efectos antiinflamatorios (Mori et al., 2017).

EPA y DHA también estan involucrados con la expresion génica, la actividad de
citoquinas, la sefializacién celular y la modulaciéon inmune. Las prostaglandinas

producidas a partir de EPA funcionan como vasodilatadores y anti-agregadores.

El DHA es un componente estructural de las membranas de glébulos rojos y existe
en concentraciones mas altas en el tejido de retina, células neuronales, higado y

testiculos (Vannice et al.,, 2014).

En el cerebro el DHA es esencial en tejidos neuronales, especialmente en las
membranas neuronales y sinapticas, oligodendrocitos, y también particulas
subcelulares tales como la mielina y terminaciones nerviosas (Thomas et al., 2015).
Aunque es el mayor representante de los omega-3 en el sistema nervioso, donde
compone mas del 30% de la cantidad total de fosfolipidos de las membranas
neuronales y la retina (Niemoller and Bazan, 2010), no es solo un componente de la
estructura de la membrana, sino que también es un modulador de procesos cruciales
neuroquimicos, de expresion génica, de plasticidad sinaptica, de formacion de la
memoria y de la concentraciéon de calcio extracelular (Sergeeva et al,
2005)(Crawford, 2006)(McNamara and Carlson, 2006)(Calder, 2009)(Grintal et al.,
2009).

Las resolvinas y protectinas provenientes de los AGPI omega-3, a diferencia de las

prostaglandinas y las lipoxinas provenientes de los AGPI omega-6, desactivan
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algunos factores de transcripcidn, entre los que se encuentra NF-kB (del inglés

Nuclear Factor Kf).

Cuando el NF-xB no se activa, se inhibe la expresion de multiples genes que codifican
proteinas relacionadas con la inflamaciéon. La inhibicién de este factor de
transcripcion se traduce en la disminucidn de algunas citoquinas proinflamatorias y

moléculas de adhesion.

Una de las vias que explica la inhibicion del NF-kB es el hecho de que el DHA sea un
ligando directo del receptor nuclear PPARy (del inglés Preroxisome Proliferator-
Activated Receptor v), el cual, al igual que las resolvinas y protectinas, inactiva NF-
kB(Calder, 2009) (Rueda et al., 2011). DHA y EPA son capaces de suprimir la
excesiva respuesta inflamatoria mediada a través de la via TLR4/NFkB (Zhang et al.,

2015a)(Hwang et al., 2016).

También se ha observado que la neuroproteccién que proporcionan los acidos
grasos omega-3 (DHA y EPA) esta asociada con reducciones de microglia activada y
astrocitos en el cuerpo estriado, y la densidad de las neuronas iNOS-
Inmunorreactivas. La incorporacién de estos acidos grasos en las neuronas y células
gliales puede conducir a una potente accion antioxidante, neuroprotectora, y efecto
antiinflamatorio, lo cual puede ser ttil para prevenir o ralentizar la progresion de
enfermedades neurodegenerativas (Mori et al., 2017). Los omega 3 (EPA y DHA
aumentan Af3-degradacion al afectar la enzima degradadora de insulina (IDE), la
principal enzima beta-degradante secretada en el espacio extracelular de las células
neuronales y microgliales. La identificacion de los mecanismos moleculares revelo
que EPA aumenta directamente la actividad enzimatica de IDE y eleva la expresion
de genes de IDE. DHA también estimula directamente la actividad de la enzima IDE
y afecta la clasificacién de IDE al aumentar la liberacion del exosoma de IDE, que
resulta en una mayor Af3-degradacion en el medio extracelular (Grimm et al., 2016).

Estudios han demostrado que la regulaciéon de la neuroprotectina D1 (sintetizado a
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partir de DHA) promueve la regulacion homeostatica de la integridad de los circuitos
neuronales (Bazan et al, 2013), es capaz de regular a la baja la sefializacion
inflamatoria a través de la regulaciéon de COX-2, ademadas de disminuir la ruta
amiloidogénica (Zhao et al,, 2011)(Veszelka et al., 2013a), lo que subraya el potencial
de este mediador de lipidos para rescatar células del cerebro humano en las

primeras etapas de las neurodegeneraciones.

Aunque una comprension detallada de los mecanismos implicados en el papel de
omega-3 para la salud en el sistema nervioso central (SNC) todavia no se ha
dilucidado, un papel tanto para la modulacién inflamatoria y un impacto directo en
la fluidez de membrana neuronal y la funcién del receptor, es aparente. Al menos
parcialmente a través de estos mecanismos, los bajos niveles de acidos grasos
omega-3 se han asociado con trastornos relacionados con el SNC tales como la mala
cognicion, depresidn, trastornos de ansiedad, un mal control de la ira, trastorno por
déficit de atencidn con hiperactividad (ADHD) y la neurodegeneracién (Grant and

Guest, 2016).

Los acidos grasos omega 3 (n-3) son esenciales para un buen envejecimiento y
aparecen como potenciadores cognitivos ideales para ser implementados en las
intervenciones nutricionales para la promocién del envejecimiento saludable

(Cutuli, 2017).

En general, se observa que los acidos grasos omega-3 tienen efectos anti-oxidantes,
anti-inflamatorios, y efectos anti-apoptosis, lo que lleva a la proteccién de la neurona
en el cerebro (Su, 2010). Sin embargo, se requiere mas investigacion para
comprender a fondo las dianas moleculares y celulares sobre las cuales actdan los

omega3 (n-3) en el sistema nervioso central.
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7. Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) se produce principalmente por la
glandula pineal. Estudios previos han encontrado que la melatonina tiene una
diversa actividad farmacoldgica, que incluyen desde la anti-oxidacién, anti-
inflamacién, hasta efectos anti-apoptoticos. La presencia de receptores de
melatonina en numerosos tejidos, y el descubrimiento de las propiedades
antioxidantes y anti-inflamatorias la reclasifican, pasando de ser exclusivamente una

hormona a la de una molécula de multitarea (Acufia-Castroviejo et al., 2014).

Aunque la glandula pineal es la principal fuente de secrecion de esta hormona,
estudios la han detectado en una variedad de tejidos y érganos, incluyendo el timo,
el bazo, corazén, musculo esquelético, higado, estomago, intestino, placenta,
testiculos, ovarios, corteza cerebral y cuerpo estriado (Stefulj et al., 2001)(Sanchez-
Hidalgo et al., 2009). La sintesis de melatonina se produce en la glandula pineal y
tejidos extra-pineales. En todos los tejidos, la melatonina es producida a partir de

triptofano a través de la serotonina(Acuna-Castroviejo et al., 2014).

La melatonina en el cerebro que se libera en los ventriculos cerebrales a partir tanto
de la circulacion sistémica, como de la glandula pineal (Young et al., 1984)(REPPERT
et al,, 1979)(Skinner and Malpaux, 1999).

El area del cerebro capaz de sintetizar melatonina aun no esta claro. Al parecer las
altas concentraciones de melatonina en la corteza cerebral y cerebelo sugieren que
al menos estas areas del cerebro son capaces de la produccién de melatonina.
Tampoco esta claro qué tipo de célula es responsable de la produccién de melatonina
en el cerebro. La sintesis y la presencia de la melatonina en las neuronas y/o glia
indican que la melatonina generada localmente puede ejercer funciones intra-, para-

, y auto-crinas en el cerebro, y posiblemente también regula la homeostasis neuronal
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através del control de la liberacion de neurotransmisores y la neurogénesis (Acufia-

Castroviejo et al.,, 2014).

La melatonina también regula el ritmo circadiano de algunas propiedades de la
membrana neuronal, incluyendo la actividad de la bomba ATPasa. Adicionalmente,
ejerce efectos anti-excitotoxicidad y de protecciéon en el cerebro mediante la
reduccion de la actividad del glutamato y el aumento de GABA. Todos estos efectos
reflejan la capacidad de la melatonina para proteger las membranas celulares

neuronales de la hiperexcitabilidad.

La melatonina modula la actividad eléctrica de las neuronas del SNC, actuando
principalmente a través de receptores MT2/MT1. Ademas, las propiedades anti-
inflamatorias y antioxidantes de la melatonina son importantes en la proteccion del
dafio a las neuronas durante la hipoxia, exposicién a toxinas, etc (Esposito and
Cuzzocrea, 2010)(Rosales-Corral et al, 2010)(Xiong et al, 2011)(Fu et al,
2011)(Kilic et al., 2012), asi como la reduccién de deterioro del sistema nervioso
central durante el envejecimiento y patologias relacionadas con la edad, por ejemplo,

la enfermedad de Alzheimer, etc.(Cardinali et al., 2011)(Rosales-Corral et al., 2012).

Las dosis terapéuticas de melatonina pueden ayudar no sélo en la reduccién del dafio
cerebral, sino también en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y
neuropsiquiatricas mediante la reparacién de tejido dafiado y la promocion de las
conexiones sinapticas. La melatonina promueve la neurogénesis cerebral enddgena
a través de receptores MT2 después de la lesion cerebral en ratones (Chern et al.,
2012), mantiene neurogénesis en el hipocampo y las funciones cognitivas después
de la irradiaciéon (Manda and Reiter, 2010). Neurogénesis inducida por melatonina
también se ha detectado en el hipocampo de ratén (Crupi et al., 2011)(Ramirez-

Rodriguez et al, 2011), y el giro dentado (Rennie et al, 2009)(Yoo et al,
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2012)[ 122,123 ]. Lamelatonina y su funcién en la neurogénesis es un nuevo campo

de investigacion con resultados prometedores.

8. Leptina

Laleptina, es un péptido de 167 amionodacidos, es una hormona pleiotrépica esencial
liberada por el tejido adiposo blanco, que tiene efectos importantes en el sistema
nervioso central. La circulacion de los niveles de leptina sefala principalmente al
cerebro la cantidad de energia almacenada circulando a niveles proporcionales a la
grasa corporal (Chan et al,, 2003). La hormona acttia como elemento sefializador
liberado por el tejido adiposo blanco con capacidad para regular a nivel cerebral el
control de la ingesta y la homeostasis energética. Los niveles plasmaticos de leptina
estan altamente relacionados con el volumen de grasa corporal, y seria la poblacién
femenina la que presentaria unos niveles mas altos en cualquier de los diferentes

grados de adiposidad corporal.

El cerebro capta la leptina circulante a través del plexo coroideo, el cual la transfiere
al medio extra celular del mismo. La amplia expresion del receptor de la leptina en
el conjunto del tejido cerebral sugiere que esta molécula debe ejercer otras funciones
menos conocidas. La leptina se transporta a través de la barrera hematoencefalica
en el cerebro, donde se regula la ingesta de alimentos, la homeostasis de la glucosa,
y el gasto energético principalmente a través de los circuitos hipotaldmicos. Los
receptores de leptina estan ampliamente expresados en el sistema nervioso central,
comparten rutas de sefalizacion comunes a las del receptor de insulina y se sabe que
ambos mecanismos pueden actuar sinérgicamente mediando la evolucién de los

procesos neurodegenerativos.
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Mas alla de sus funciones en el control de la ingesta a nivel hipotalamico, la leptina
estd implicada en el control de la supervivencia de las células neuronales (Morash et
al, 1999). La leptina puede desempefiar un papel en la cognicién superior,
incluyendo la memoria y el estado de animo (Lu et al, 2006)(Ge et al,
2013)(Johnston et al., 2011). Se ha demostrado que el tejido adiposo no es el unico

capaz de sintetizar leptina, y que ésta también es producida por el cerebro.

La leptina también parece estar implicada en la organizacién y la maduracién del
sistema nervioso en el nivel molecular. Por ejemplo, la leptina estimula la
proliferacién neuroblastoma y previene la muerte apoptoética a través de la
regulacion de las enzimas apoptdticas, tales como la caspasa-10 y ligando inductor
de apoptosis relacionado con TNF, criticos para el desarrollo cerebral (Russo et al.,
2004). La leptina también parece promover la diferenciacion de las células gliales en
el cerebro durante el desarrollo, ya que los ratones que carecen de leptina tienen un
menor numero de células gliales funcionales, mas adelante en la vida adulta, causada
por la falta de adecuada diferenciacion durante el desarrollo (Udagawa et al,
n.d.). Adicionalmente, en ratones ob/ob que carecen de leptina, la mielinizacién se
ve perjudicada por estar menos presente y ser mas delgada (Hashimoto et al,
2013) . La leptina parece ser critica para el crecimiento normal del cerebro, el

desarrollo y la maduracion.

A pesar de que la leptina se ha estudiado ampliamente en el contexto del
comportamiento, el hipotalamo y la alimentacién, los receptores de leptina se
encuentran en toda la corteza cerebral y los estudios mas recientes han encontrado
que la leptina tiene efectos sobre la cognicion. Hay un gran namero de receptores de
leptina en el hipocampo (Shanley et al, 2002). De hecho, la leptina parece
desempefiar un papel en la plasticidad sinaptica de las neuronas del hipocampo, asi

como la potenciacion a largo plazo y la depresién en estas neuronas, funciones que
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son criticas para el aprendizaje y la memoria (Shanley et al,, 2001)(Durakoglugil et

al, 2005).

Al parecer la leptina puede mediar compensaciones entre el sistema inmunoldgico y
otros sistemas fisioldgicos a través de sus acciones sobre las células inmunes y el
cerebro. Aunque la barrera hematoencefalica restringe el acceso de las células
inmunes y mediadores de la sangre, la activacién inmune innata puede ocurrir en
todo el cerebro en respuesta a estimulos inflamatorios locales y sistémicos (Folch et
al,, 2015). La leptina regula los componentes de la inmunidad innata y adaptativa,
incluyendo linfocitos T y monocitos (Lam and Lu, 2007). Se sugiere quela
leptina estd implicada en la regulacion de la respuesta inmune y la inflamacién

(Carlton et al,, 2012).

Ademas de las funciones candnicas descritas de la leptina en el control del
metabolismo, esta hormona se ha implicado en el control de la supervivencia
neuronal, la actividad de los astrocitos y la neuroprotecciéon en regiones extra-
hipotaldmica, en particular el hipocampo. Procesos inflamatorios crénicos son
comunes en la obesidad, cancer y enfermedades neurodegenerativas.. La
inflamaciéon croénica se sabe que causa resistencia a la leptina (Martin et al,
2008)(Borges et al.,, 2015a). Sin embargo, hasta el momento, existe una falta de
informacion relativa a la evaluacion del papel la leptina en el control de la actividad

inflamatoria de las células gliales.

9. Proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK)

Las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK) son una familia de

serintreonin quinasas que deciden el destino de procesos celulares tan importantes
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como el crecimiento celular, proliferacién, muerte y diferenciacién en respuesta a
una serie de estimulos (Pearson et al., 2001). Entre los miembros de la familia MAPK,
los mitogenos y factores de crecimiento frecuentemente activan la ruta ERK1/2,
mientras que el estrés y procesos inflamatorios constituyen el principal
desencadenante de la cascada de JNK y p38, algunas veces referidas como “proteinas
quinasas activadas por estrés”. Por tanto, median respuestas a choques osméticos,
citoquinas inflamatorias y otras agresiones frecuentemente asociadas con decisiones

de supervivencia y apoptosis (Nebreda and Porras, 2000).

Las cascadas de sefializaciéon de las MAPKs se organizan en moédulos individuales,
que se inician por estimulos extracelulares a través de distintos receptores y
mediadores. La activacion de una MAPK se consigue a través de una cascada lineal
de senalizacion en la cual signalosomas asociados a membrana activan una MAPK
quinasa (MAP3K) que fosforilan y activan una MAPK quinasa (MAPK2). Esto se
traduce en una fosforilaciéon dual de las MAPKs en un dominio de tres aminoacidos
conservado, Thr-X-Tyr, y en un incremento en la actividad catalitica de la MAPK. Las
MAPKs fosforilan residuos de Ser/Thr seguidos por una prolina de sustratos
nucleares y citosdlicos que incluyen importantes factores de transcripcion y
diferentes efectores. Estos entonces impactan el programa genético celular o el
control de decisiones de proliferacién como es el caso del médulo ERK, sobre
apoptosis o diferenciacién como es a menudo el caso de las rutas de []NK y p38, y
sobre otras funciones citoso6licas que incluyen migracién celular, hipertrofia,

transduccion sensorial, respuestas metabdlicas y muchas otras (Shi et al., 2006).

9.1. Estructuray funcion de p38-MAPK

9.1.1. Elementos de la familia p38-MAPK
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La familia de p38-MAPK esta compuesta por 4 isoformas. Las isoformas p38MAPKa
(SAPK2A) y p38-MAPKB (SAPK2B) (Han et al, 1994) son los componentes
mayoritarios y se expresan en todos los tejidos de una forma ubicua en el caso de
modelos murinos. La isoforma p38-MAPKy (SAPK3/ERK6) (Lechner et al., 1996)
(Cuenda and Dorow, 1998a) de expresion preferente en musculo y por dltimo, la
isoforma p38-MAPKS (SAPK4) que se expresa mayoritariamente en pulmén y rifién
(Jiang et al., 1997) (Kumar et al., 1997). En el caso de la especie humana, aunque el
patron de expresion de las diferentes isoformas varia dependiendo del tejido en el
que se encuentren, la expresion de las isoformas «, 3 son ubicuas mientras que la
expresion de la isoforma y se da en musculo esquelético (Li et al., 1996)(Court et al.,
2002), corazon, pulmoén, timo y testiculo. Por Gltimo la expresion de la isoforma 6 se
expresa en pulmon, pancreas, intestino delgado, rifidn, testiculo y epidermis (Kumar

etal, 1997)(Dashti et al., 2001).

9.1.2. Localizacion celular y estructura de p38-MAPK

La localizacion celular de la proteina p38-MAPK es un tema controvertido ya que en
células quiescentes no queda claro lo que ocurre tras ser estimulada. Existen
evidencias de que p38-MAPK se transloca al nucleo tras su activacion (Raingeaud et
al., 1996), aunque hay otra serie de evidencias que demuestran que tras su activaciéon

se encuentra tanto en el nicleo como en el citoplasma (Ben-Levy et al., 1998).

El estudio cristalino de las MAP quinasas ha permitido resolver la conformacion del
sitio catalitico, el cual descansa en un bolsillo entre dos dominios, uno constituido
por los residuos del extremo N-terminal mas una cadena hacia el extremo C-terminal,
lazo 16 (L16) y el otro compuesto por los residuos del extremo C-terminal. Estos

dominios estan conectados por un eje de cadena Unica que esta centrado alrededor
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de la Gly110 en p38a (Gly-113 en p38y)(Bellon et al., 1999). L16 puede estar
contribuyendo al control de la relacién entre los dos dominios que son relativamente
rigidos. Thr-180y Tyr-182 estan localizados en un “borde de activacion” flexible que
guarda el sitio activo, una fosforilaciéon dual induce al lazo moverse hacia abajo para
que el sustrato tenga mejor acceso y que los dominios N- y C-terminal giren como
cuerpos rigidos sobre el eje, lo cual altera la conformacion del sitio catalitico hacia
un estado mas activo (Canagarajah et al.,, 1997) (Bellon et al.,, 1999). El dominio
acidico comun de acoplamiento (CD) esta compuesto por tres residuos cercanos de
acido aspartico: Asp-313, Asp315 y Asp316(Tanoue et al.,, 2001), que se sittian en el
L6 cerca de Tyr323 interacciona con los dominios de acoplamiento (D) de MAPKKs,
inhibidores de fosfatasas y proteinas del esqueleto y distintos sustratos que

consisten en dos o mas residuos basicos.

9.1.3. Regulacion de p38 MAPK

- Activacion

Cuando los factores de crecimiento se unen a sus receptores especificos se
autofosforilan, dejando grupos fosfato accesibles para su reconocimiento por
moléculas adaptadoras como pueden ser factores intercambiadores de Guanina, que
llevan finalmente a la activacién de pequeiias proteinas G con actividad GTPasa. Un
ejemplo seria el caso de Ras que activa la ruta de ERK, o el caso de la familia Rho, que
activa la ruta de p38-MAPK y JNK (Coso et al., 1995) .

Dentro de las MAPKKK responsables de la activaciéon de p38-MAPK, se puede
destacar MTK1, MLK2, MLK3, DLK, ASK1 y TAK1. Cuanto mas sube la cascada de

transduccion de sefiales menor es la especificidad de la activacion.
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Dentro de las MAPKK, la activaciéon de p38-MAPK se da gracias a dos activadores
fundamentales que son MKK6 y MKK3 (Dérijard et al.,, 1995)(Raingeaud et al., 1995).
Cabe resaltar que el activador MKK6 es capaz de activar todas las isoformas de p38-
MAPK, no asi el activador MKK3 que s6lo activa la isoforma 3 (Enslen et al,
1998)(Hale et al.,, 1999). Estudios in vitro demuestran que aunque MKK4 activa
preferentemente a JNK es capaz de contribuir a la activacién de p38-MAPK (Dérijard
et al.,, 1995)(Doza et al., 1995)(Lin et al,, 1995)(Brancho et al., 2003), al igual que
pasa in vivo en algunas células inflamatorias (Moriguchi et al., 1997)(Ono and Han,
2000). Se ha observado que también puede darse una activacién de p38MAPK
independiente de MKKs, como la que se da en respuesta a ciertos receptores de
membrana como en el caso del receptor de TNF (Ge et al., 2002)(Ge et al., 2003).
Otras de las activaciones independientes de MKKs descrita, es la mediada por TAB1,
la cual provoca una autofosforilacion de p38-MAPK capaz de activar a la proteina y
con ella activar a sus sustratos (Ge et al., 2002)(Tanno et al., 2003)(Ohkusu-Tsukada
etal., 2005).

Otro de los factores importantes a la hora de activar la ruta de p38-MAPK, es la
presencia en la célula de moléculas adaptadoras capaces de acercar las proteinas
quinasas para favorecer su fosforilacién. Cabe destacar las proteinas JIP-2 y JIP-4
encargadas de la uniéon de MKK3 con varias isoformas de p38-MAPK (Schoorlemmer

and Goldfarb, 2001)(Schoorlemmer and Goldfarb, 2002)(Morrison and Davis, 2003).

- Desactivacion

Las MAP quinasas fosfatasas (MKP) son un grupo de proteinas capaces de desactivar

(retirar los grupos fosfato) las MAPKs, estableciendo el fin de la funcién que venia
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desempefiando (Keyse, 1995)(Watanabe et al., 2001a). Cabe destacar las fosfatasas
especificas de serinas/treoninas como son PP2A y PP2Ca (especificas de p38-
MAPK)(Takekawa et al.,, 1998)(Keyse, 2000)(Tamura et al., 2002), asi como la
fosfatasa PP1MD con una clara implicacién en cancer (Bulavin et al., 2002)(Bulavin
et al,, 2004). Los mecanismos por los que las isoformas de p38 son reguladas de
forma diferencial, dependen de los niveles de fosfatasas y también de su

especificidad(ZARUBIN and HAN, 2005).

- Inhibidores farmacoldgicos

Se han descrito varios compuestos quimicos capaces de inhibir especificamente la
activacion de p38-MAPK, como son SB203580, SB203590 o SB220025, SKF86002.
Uno de los mas caracterizados es el SB203580, compuesto antiinflamatorio pirimidil
imidazol, donde se da la interaccion entre el grupo fluorofenilo del inhibidor, con la
Treonina 106 de p38-MAPK impidiendo con ello que se una el ATP y con ello su
activacion (Wilson et al., 1997)(Young et al., 1997)(Eyers et al., 1998)(Gum et al.,
1998). Este compuesto es capaz de inhibir especificamente a las isoformas a/f3 de
p38-MAPK (Chatterjee et al., 1996)(Cuenda and Dorow, 1998b)(Chen and Tan,
1998)(Gum et al., 1998); pero no a p38y ni p386 (Chini et al., 1995)(Coroneos et al.,
1996)(Choudhury et al, 1997)(Cobb, 1999)(Cole, 1999). SB220025 es otro
compuesto pirimidil imidazol que inhibe la fosforilacion de p38a/[3 siendo diez veces

mas potente que SB203580 (Cuenda et al., 1997)(Jackson et al., 1998).

Otro de los inhibidores quimicos de p38-MAPK, SKF86002, compite por el sitio de
unién del ATP y es capaz de inhibir a todas las isoformas de p38-MAPK (Sodhi et al,,
2000)(Watanabe et al., 2001b).

La estructura cristalina y el andlisis por mutagénesis revelan que una diferencia en

un unico residuo entre p38 y otras MAPKs como JNK determina la especificidad de
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los compuestos pirimidil imidazol como SB202190 y SB203580 (Garrington and
Johnson, 1999)(Glogowski et al., 1999). Estos inhibidores especificos han sido
ampliamente utilizados en la investigacion de las funciones fisiologicas de p38
(Groom et al., 1996)(Grewal et al., 1999)(Goppelt-Struebe et al., 2000). Aunque igual
que PD98059, SB203580 también inhibe la cicloxigenasa-1 y -2, asi como la

tromboxano sintasa (Tian et al., 2000).

9.1.4. Substratos de p38-MAPK

El primer sustrato de p38a identificado fue MAPKAP-K2 (MK2), que junto con
MAPKAP-K3 (MK3) constituyen una pequeia familia de Serin/treonin quinasas que
son fosforiladas por p38ay/o p38f pero no por las isoformas p388 y p38y (Freshney
et al,, 1994)(Rouse et al.,, 1994)(Cuenda and Dorow, 1998b). Una vez fosforilada
MAPKAP-2 es capaz de fosforilar a las proteinas de choque térmico, HSP27, en
diferentes serinas produciéndose tras dicha activacion la disociacién de las HSP27
en dimeros y mondémeros y su redistribucién en el citoesqueleto de actina (Huot et
al., 1997). Otros sustratos de p38 con actividad MAP quinasa son MNK1/2, PRAK y
MSK1/2.

La funcién de MNK1 y de MNK2 (Map kinase-interacting protein kinases 1, 2) se
piensan que esta relacionada con una correcta transcripcion del ARN a través de la
activacion del factor de iniciaciéon E1F-4E (Fukunaga and Hunter, 1997)(Waskiewicz
etal, 1997). PRAK (p38 regulated/activated quinasa) es una quinasa que es activada
por p38ay/o p38f y presenta una identidad de secuencia del 20-30% con MK2 por
lo que se piensa que regula HSP27 (New et al,, 1998). MSK1/2 puede ser también
activada directamente por p38 y ERK y de esta forma mediar la activaciéon de CREB,
factor de respuesta a AMP ciclico (Deak et al., 1998)(Pierrat et al., 1998)(New et al,,
1999). Se ha demostrado que las MSKs estdn implicadas en la fosforilacion de
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componentes relacionados en el remodelamiento de la cromatina (acetilacién y
fosforilacion de histonas) (New et al., 1999).

Se ha descrito que muchos factores de transcripcién son fosforilados y
consecuentemente activados por p38. AP-1 es un complejo de transcripcién formado
por dimeros de miembros de la familia de Jun y Fos, donde las SAPKs son las
responsables de su reclutamiento, y posterior unién a los dimeros Jun-Jun, Jun-Fos o
Jun-ATF fundamentalmente (Kyriakis and Avruch, 1996)(Karin et al., 1997). AP-1
posee un papel importante en los procesos de inflamacién y p38 es capaz de
fosforilar directamente a diferentes componentes de este complejo de transcripcién

(Gupta et al., 1995) regulando indirectamente su actividad (Kramer et al., 1996).

9.1.5. Funcidén de p38 MAPK

Con toda la variedad de sustratos capaces de activarse por p38-MAPK no es de
extrafiar que esta familia esté implicada en diversas funciones celulares.

La participacion de p38 en procesos inflamatorios fue una de las primeras funciones
atribuidas a esta molécula, gracias a su implicacion en la sefializacion de la activacién
de TGF-B. Se ha demostrado que en células que median procesos inflamatorios
(neutréfilos, monocitos, macréfagos y células T CD4+) la activacion de p38 se
produce principalmente mediante dos vias: 1) Via MKK4, en respuesta a Rac/cdc42,
aunque no es susceptible de activarse en respuesta a TNFa y 2) Via MKK6 o MKK3,
donde son capaces de activarse en respuesta a TNFa y no son regulados por
Rac/cdc42. El papel que desempeia p38 en procesos inflamatorios en respuesta a
TNFa y IL-18 es debido a la activacién por dos de sus sustratos: AP-1 y NF-«kB (Eder,
1997). En este sentido, esta MAP quinasa tiene un papel clave durante el proceso de
infiltracion de los linfocitos hasta el tejido dafiado.

La implicacién de p38-MAPK en la regulacién del ciclo celular es debida a la accion
que ejerce esta proteina en los diferentes puntos de control de dicho ciclo. EI control
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de la proliferaciéon celular por mitégenos en células normales de mamifero en
crecimiento, suele ocurrir en la transicion desde el estado quiescente o GO a la fase
G1, y también durante la progresion de esta fase G1 hasta el punto de restriccion R,
donde las células comienzan a ser independientes de los factores de crecimiento,
entrando en la fase S del ciclo celular (Ambrosino and Nebreda, 2001). El tratamiento
de las células de mamifero con el inhibidor especifico de p38a/3, SB203580, retrasa
la proliferacién. En varias publicaciones, p38 se ha visto implicado en la progresion
de la fase G1 y G2/M del ciclo celular (Molnar et al., 1997)(Wang et al., 2000)(Yee et
al., 2004). La activacion de p38 no siempre se asocia alainduccién de la proliferaciéon
celular, la parada en G1 de células NIH3T3 causada por microinyeccién de cdc42 se
encontré que era dependiente de p38a (Wang et al., 2000). También se ha propuesto
una relacion entre p38 y del control del ciclo celular en G1 a través de la regulacion
de HBP1 y p21, sustratos de p38 (Yee et al., 2004). HBP1 se piensa que ejerce su
funcién mediante la represion de los genes reguladores del ciclo celular en G1 de una
forma similar a la de la proteina del retinoblastoma, mientras que el inhibidor de la
quinasa ciclina dependiente p21 se establece como un factor crucial en la progresion
de G1 a través del bloqueo de la actividad quinasa dependiente de ciclina (CDK). La
participacion de p38 en la fase G2/M se ha visto en varios ejemplos; p38a se activa
en células de mamiferos en el arresto en la fase M por rotura del huso tras el uso de
nocodazol (Molnar et al., 1997). Ademas, se ha visto que p38a y p38[ se requieren
en el arresto en fase G2 inducida por UV (Wang et al., 1998).

Una funcién destacada de p38-MAPK esta relacionada con la transmisién de sefiales
como respuesta a diferentes agentes que dafan el ADN, como seria el caso de la
utilizacion de agentes quimioterapeuticos tales como el Taxol o 1a Vincristina (Lee et
al., 1998)(Deacon et al, 2003), o la exposicién a diversas radiaciones como la
ionizante (Verheij et al.,, 1998), o la ultravioleta (Raingeaud et al., 1995)(Hazzalin et
al., 1996)(Brancho et al., 2003). Esta sefializaciéon culmina en muchos casos en un

proceso de apoptosis, la cual es mediada en la mayoria de los casos por la
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fosforilacion de p53 (Duckett et al., 1999; Huang et al., 1999; Sanchez-Prieto et al,,
2000). Otra molécula implicada en el proceso apoptotico es p73, capaz de activarse
por p38-MAPK en respuesta a diferentes estimulos, tales como cisplatino
(SanchezPrieto et al., 2002).

Se ha estudiado mucho este aspecto, y parece claro que la decision de la entrada en
apoptosis en respuesta a diferentes agentes de estrés, va a venir mediada por el
balance entre las rutas de ERKy p38-MAPK que sera el que determinara que la célula
continude viviendo o muera (Xia et al., 1995; Berra et al., 1997; Berra et al., 1998).

Se ha descrito que la ausencia de NGF o la activacién del ligando de Fas, se
correlaciona con una activacién de p38-MAPK y con un aumento de la apoptosis (Xia
et al.,, 1995; Henkart, 1996; Juo et al.,, 1997). El uso de inhibidores de caspasas es
capaz de revertir la activacion de p38 en la apoptosis, sugiriendo su control sobre
p38 (Cahill et al.,, 1996; Fernandes-Alnemri et al., 1996; Henkart, 1996; Huang et al.,
1997). Sin embargo, la sobreexpresion del dominante positivo MKK6b puede
también inducir la actividad caspasa y la muerte celular infiriendo que p38 puede
intervenir en apoptosis tanto regulando actividad caspasa como siendo regulada por
caspasas (Ziegler-Heitbrock etal., 1992; Cardone et al., 1997). El papel de p38 es muy
diferente dependiendo del tipo celular y del estimulo aplicado. Mientras que la
activacion de p38 se ha visto que promueve la muerte celular en algunas lineas
celulares, en otras aumenta la supervivencia, la proliferacion, o la diferenciacion

(Zarubin y Han, 2005).

La proteina p38 puede fosforilar una amplia variedad de sustratos citoplasmaticos
entre los que destaca la proteina Tau en el residuo Ser422 que se encuentra
fosforilado cuando Tau forma parte de los ovillos neurofibrilares (Ando et al., 2011),
numerosos estudios han relacionado a p38 con la fisiopatologia de la enfermedad de
Alzheimer, ya que el estudio de cerebros post mortem ha revelado una intensa
inmunoreactividad de p38, ademas se ha descrito que la respuesta inflamatoria
producida por los agregados 3 amiloide provoca la activaciéon de p38 en astrocitos y
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microglia y genera un efecto apoptotico al activarse en neuronas, igualmente se ha
relacionado a p38 con las alteraciones de la plasticidad sindptica aparecidas en la

enfermedad de Alzheimer (Munoz and Ammit, 2010).

p38 también esta implicada en otras enfermedades neurodegenerativas como es el
caso de la enfermedad de Parkinson donde la acumulacién de a-Sinucleina provoca
la activacion de p38 en células microgliales, lo que lleva a la produccion de IL-13 y

TNFa como mecanismo proinflamatorio (Kim and Choi, 2010).

La expresion aberrante de p38 en motoneuronas y microglia parece estar implicada
en la progresion de la ELA (Tortarolo et al., 2003). Todas estas evidencias apuntan a
que p38 puede constituir una diana importante en el estudio de potenciales

tratamientos en las enfermedades neurodegenerativas.
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1. Planteamiento

La inflamacién estd asociada con muchas enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica, y esclerosis multiple, las cuales se encuentran entre las enfermedades
mas urgentes de las sociedades desarrolladas con envejecimiento de la poblacion.
Aunque la inflamacioén puede no representar tipicamente un factor desencadenante
en la enfermedad neurodegenerativa, hay nuevas evidencias en modelos animales
en donde la respuesta inflamatoria sostenida, relacionada con activacién glial,
contribuye a la progresion de la enfermedad. Sin embargo, ain no se sabe si la
inhibicidn de estas respuestas inflamatorias podra ser un medio seguro y eficaz para
invertir o ralentizar la evolucion de la enfermedad, lo que genera la necesidad de
aprender mas acerca de como las respuestas inflamatorias son inducidas o inhibidas
dentro del sistema nervioso central y como esto puede contribuir al desarrollo o

mejora respecto a diferentes patologias.

La melatonina ha demostrado ser eficaz en la proteccién en modelos experimentales
de enfermedades neurodegenerativas y de declive cognitivo. Los posibles efectos
neuroprotectores de la melatonina pueden deberse a sus propiedades antioxidantes,
sus interacciones con vias de sefializacidon intracelular, la regulacion de la
supervivencia celular y la funciéon mitocondrial. Se ha observado que la melatonina
puede disminuir la inflamacién y proporcionar neuroproteccién. Sin embargo, los

mecanismos subyacentes a las propiedades anti-inflamatorias son poco conocidos.
La leptina por otra parte juega un papel central en el control del peso corporal y la

homeostasis energética. Se ha demostrado que la leptina es capaz de regular las

respuestas inflamatorias y proporcionar neuroprotecciéon. Sin embargo, los
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mecanismos por los cuales la leptina puede tener propiedades anti-inflamatorias son

controvertidos y poco comprendidos.

Estudios experimentales y humanos han mostrado que la funcién del cerebro es
sensible a los acidos grasos. Se ha estudiado por ejemplo, que una mayor ingesta de
grasas saturadas aumenta el riesgo de deterioro de la funcién cognitiva en las
poblaciones de mediana edad o de edad avanzada (Granholm et al., 2008)(Kanoski
and Davidson, 2011). También se ha descrito en modelos de ratén que dietas altas
en grasa saturada pueden favorecer neuropatologias como la enfermedad de
Alzheimer (Ettcheto et al, 2016)(Petrov et al, 2015a). Por otra parte, se ha
estudiado que los acidos grasos omega 3 tienen potencial actividad anti-inflamatoria
en una variedad de enfermedades inflamatorias (Hudert et al.,, 2006)(Kang et al,,
2004), pero los mecanismos por los cuales funciona esta actividad antiinflamatoria

sigue siendo poco conocidos a nivel del sistema nervioso central.

Por lo anterior, la hipotesis de este estudio es que la melatonina, la leptina y los
acidos grasos DHA, EPA y AP podrian tener un efecto sobre la inflamacion en células
gliales a través de la modulacién en la produccion de 6xido nitrico y la

inhibicion/produccion de la iNOS.
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2. Objetivo general

Estudiar el potencial efecto anti-inflamatorio y/o neuroprotector de la melatonina,
leptina, acido docosahexaenoico, acido eicosapentaenoico y acido palmitico en

cultivos de células de glia de ratén C57B1/6].

3. Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de las citoquinas proinflamatorias en la inducciéon de la
produccién de oOxido nitrico en células de glia, y la activaciéon de vias pro-

inflamatorias.

2. Determinar la viabilidad celular en cultivos de glia sometidos a tratamiento con
melatonina, leptina, acido docosahexaenoico, &cido eicosapentaenoico y acido

palmitico.

3. Caracterizar el potencial efecto proinflamatorio y/o antiinflamatorio o
neuroprotector de la melatonina, la leptina, el acido docosahexaenoico, acido

eicosapentaenoico y acido palmitico en cultivos de glia.

4. Valorar el papel de la melatonina, la leptina, el 4&cido docosahexaenoico, acido
eicosapentaenoico y acido palmitico en la expresion de proteinas relacionadas con

neuroinflamacion (iNOS) en células de glia.

5. Valorar el papel la melatonina, la leptina, el acido docosahexaenoico, acido
eicosapentaenoico y acido palmitico en la activacion de la via p38 MAPK en cultivos

de células de glia.
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1. Modelo animal

En esta tesis se utilizé la cepa de raton C57BL/6] donados por Charles River
Laboratories Espafia. Se trata de ratones que presentan homogeneidad genética y
fenotipica y por lo tanto son una excelente herramienta para la investigacion.

Al interior del animalario se procedié a generar una camada para llevar a cabo el
presente estudio. El apareamiento se realizé entre hembras y machos de la misma
cepa durante una semana, se cruzaron en proporciéon 1 macho por cada 3 hembras.
En los experimentos se utilizaron las crias de 3 dias de nacido. El tratamiento de las
crias postnatales se llevé a cabo de conformidad con la Directiva 86/609EEC del
Consejo de la Union Europea y el procedimiento establecido por el Departament

d'Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya.

2. Cultivo primario de células de glia

Reactivos utilizados:

- Dulbeccos modified eagles medium - high (DMEM) sin glutamina Ref: Sigma D5671,
botella de 500 ml a 4°C;

- Heat Inactivated (FBS) - Fetal Bovine Serum Ref: Gibco10500 (FBS) en Falcon de 15
ml, a-20°C

- Tripsina-EDTA 0,25% Gibco: en falcon de 15 ml, -20°C.

- Gentamicin (10mg/ml) Ref: Gibco 15710-049 - 100 ml.

- Deoxyribonuclease I from bovinepancreas (DNasa) Ref: Sigma D4263.

- L- Glutamine Ref: Sigma G8540

- Poly-L-Lysine hydrobromide Ref: P6282
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Preparacion de Soluciones

Las soluciones se prepararon justo antes de hacer los cultivos, una vez listas, se
filtraron en la campana de flujo y se transfirieron a un nuevo tubo estéril empleando

un filtro de 0,22 pm.

- Solucion STOP: DMEM + 10% FBS + DNasa (12 ml).
Se prepar6 en Falcon de 15 ml no estéril. Se pes6 2 mg de DNasa y se disolvié en 10.8

ml de DMEM. Se filtr6 (filtro de 0,22) sobre un Falcon estéril y se agregaron 1,2 ml
de FBS.

- Solucion FINAL: DMEM + 20% FBS + Gentamicina (0,1 mg/ml) + Glutamina (40
ml).
Se prepard en Falcon de 15 ml no estéril. Se pesé 4 mg de gentamicina y 23,4 mg de

glutamina y se disolvio en 10 ml de DMEM. Se filtr6 sobre falcon estéril de 50 ml. Se

agreg6 8 ml de FBS y 22 ml de DMEM.

Preparacion de las placas con Poli-L-lisina:

Todo el procedimiento se llev6 a cabo en campana de flujo laminar:

- Preparacion de la solucion 10X de Poli-L-Lisina: se resuspendieron los 5 mg del
liofilizado en 50 ml de H20 autoclavada.

- Se tomo una alicuota de solucién 10X y se diluyé diluirla en una botella autoclavada
hasta una concentracién final de 1X (concentracion final de 0,01 mg/ml).

- Utilizando una pipeta estéril se afiadi6 la poli-L-lisina en una cantidad suficiente
para cubrir la superficie de crecimiento de las placas.

- Transcurridos 30-45 min se retir6 la solucién de Poli-L-lisina y se dejo evaporar en

la campana de flujo hasta que las placas quedaron completamente secas.
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Procedimiento para el cultivo

Los cultivos primarios de células de glia (CGC) se prepararon a partir de crias de
raton, utilizandose indistintamente la corteza cerebral de 3 dias de edad de machos
o hembras asi:

- Antes de empezar el cultivo se distribuyeron en dos placas de 35 mm, 2 ml de
tampon fosfato salino (PBS) estéril en cada una.

- Se decapitaron los ratones (de 3 dias postnatal) y se rociaron con alcohol al 70%.
Se diseccionaron las cortezas cerebrales, y se depositaron en una de las placas con
PBS 1X.

- Se limpiaron convenientemente las meninges adheridas al cértex y se pasaron a la
otra placa con PBS 1X.

- Se repiti6 el mismo proceso de diseccion con todas las crias.

- Se transfirieron los cortex, una vez escurridos, a una superficie donde sea comodo
manipularlos (como por ejemplo una tapa de una placa de Petri de 100 mm). Se
cortan con una hoja de afeitar en dos direcciones perpendiculares entre si.

- Se transfirieron los tejidos con las pinzas a un tubo falcon de 15 ml con
aproximadamente 10ml PBS 1X, se disgregaron y homogeneizaron con una pipeta.
Luego se centrifugaron 3 min a 1000 rpm en centrifuga de rotor basculante.

- Se decanto el sobrenadante y al pellet se le afiadieron 12 ml de una solucién de
tripsina-EDTA en PBS (tripsina 0,05% w/v tripsina-EDTA 5mM) y se incubaron en
un bafio a 37°C durante 25 minutos a 372C. Se agregé el contenido del tubo con la
solucion STOP para parar la digestion.

- El tejido fue fragmentado pipeteando de 25 a 30 veces con una pipeta pasteur
estéril con algoddn. Se centrifug6 7 minutos a 1000 rpm.

- Se decant6 el sobrenadante y se resuspendié con 10 ml de solucién FINAL con

pipeta pasteur y se dejé sedimentar 10 min.
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- Se tomo el sobrenadante clump-free y se pas6 a Falcon de 15 ml y se ajusto la
densidad a 300.000 células/ml con solucidn final.

- Las células disociadas se sembraron en placas de cultivo a razén de 5ml por placa
de 60 mm de didmetro y se dejaron en la incubadora

- El medio fresco se cambi6 al dia siguiente y luego cada 3 dias después. Todos los
experimentos se realizaron entre el octavo y noveno dia después de la siembra.

- Paralos cambios de medio, se utiliz6 la misma solucién final que en el cultivo celular
pero cambiando el porcentaje del FBS al 10%.

Los cultivos fueron realizados en una estufa termostatizada a 372C, en una atmaosfera

humidificada al 5% de CO2.

3. Tratamiento del cultivo

Reactivos utilizados:

- Melatonina Ref: Sigma 5250

- Leptina Ref: Sigma L3732

- Acido docosahexaenoico Ref: Sigma D2534

- Acido eicosapentaenoico Ref: Sigma E2011

- Acido palmitico Ref: Sigma P5585

- Recombinant Murine IL-1f3 (10uG) Ref: PeproTech Inc. 211-11B
- Recombinant Murine TNF-a (20uG) Ref: PeproTech Inc. 315-01A
- Recombinant Murine IFN-y (20uG) Ref: PeproTech Inc. 315-05

Preparacion y almacenamiento de la melatonina

La melatonina se diluy6 en etanol en una proporciéon a 50 mg / ml, se almacen6 en

un frasco oscuro a -20°C.
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Para conseguir las condiciones experimentales, la melatonina se prepar6 fresca a
partir de la soluciéon madre y se diluyé con los volimenes apropiados en medio de
cultivo de acuerdo a cada situacion experimental.

Paralos cambios de medio, se utiliz6 la misma solucién final que en el cultivo celular
pero cambiando el porcentaje del FBS al 2% y adicionando la melatonina tomada de
la soluciéon madre, de acuerdo a la concentracién requerida para cada uno de los

experimentos.

Preparacion y almacenamiento de la Leptina

La leptina se diluyé en Tris/HCl a 20 mM estéril, pH 8,0, preparando una soluciéon
madre de 1mg/ml. Después de la reconstitucion, se almacené a -20 2C.

Para conseguir las condiciones experimentales, la letina se prepar6 fresca a partir de
la soluciéon madre y se diluy6 con los volimenes apropiados en medio de cultivo de
acuerdo a cada situacién experimental.

Para los cambios de medio, se utiliz6 la misma solucién final que en el cultivo celular
pero cambiando el porcentaje del FBS al 2% y adicionando leptina tomada de la
solucion madre, de acuerdo a la concentraciéon requerida para cada uno de los

experimentos.

Preparacion y almacenamiento de los acidos grasos

- Los acidos grasos se disolvieron en etanol al 99% y se almacenaron como
soluciones madre (100 mM) bajo atmoésfera de nitrogeno a -209C.
Para conseguir las condiciones experimentales, los acidos grasos se prepararon

frescos a partir de soluciones madre y se diluyeron con los volimenes apropiados en
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medio de cultivo adecuado (Zajdel et al., 2013)(L. Wang et al., 2015a), de acuerdo a
cada situacion experimental.

Para los cambios de medio, se utiliz6 la misma solucién final que en el cultivo celular
pero cambiando el porcentaje del FBS al 2% y adicionando los acidos grasos tomados
de la solucién madre, de acuerdo a la concentracién requerida para cada uno de los

experimentos.

Preparacion de las citoquinas.
Se utilizaron las citoquinas pro-inflamatorias para producir la activacion glial

- La cantidad de cada una de las citoquinas utilizadas fue la siguiente:

IL13 0,2 ng/ml
IFNy 0,2 ng/ml
TNFa | 0,2 ng/ml

Las citoquinas fueron afiadidas directamente al medio de cultivo, utilizando la misma

solucidn final que en el cultivo celular pero cambiando el porcentaje del FBS al 2%.

Procedimiento

- Un dia antes de llevar a cabo el tratamiento con citoquinas y melatonina, leptina y
acidos grasos (segun correspondiera en cada experimento), se hizo un cambio de
medio utilizando la misma solucién final que en el cultivo celular, disminuyendo el
porcentaje del FBS al 2%. Igual manejo se realiz6 con los controles en cada situacion
experimental.

- El dia del tratamiento se retiré el medio de cultivo y se adicioné a la placa el medio
de cultivo fresco que contenia la melatonina, leptina o los acidos grasos (segin cada

caso: DHA, EPA, AP). Los cultivos fueron incubados a 37°C en una atmosfera
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humidificada al 5% de CO2 durante el tiempo indicado en cada situacion
experimental.

- Posteriormente se adicioné el medio que contenia las citoquinas, bien sea
citoquinas individuales, por parejas o las 3 citoquinas, segin cada situacién
experimental. Los cultivos fueron nuevamente incubados a 37°C en una atmdsfera

humidificada al 5% de CO2Z durante el tiempo indicado en cada situacién

experimental.
Activacion DMEM ;
Lisado de
0,
Cambio de gt células
Preparacién medio DMEM FA—
de cultivo + 10%FBS

o((1|12)|3|14]|]I|5]||6]||7]|]|8](|92]|]|10 11 12 ||113 || 14 || 15

4. Cuantificacion de la viabilidad celular por MTT

Para determinar la viabilidad celular de los cultivos se utilizé el método MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol). Este colorante se
incorpora a las células vivas y es reducido a nivel mitocondrial en formazan (Hansen
et al., 1989), sustancia de color azul oscuro que puede cuantificarse en un
espectrofotdmetro. A partir de la absorbancia se calcula la viabilidad de las células

tratadas respecto al control.
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Este ensayo se basa en la relacién metabodlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizado por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo

determinar la funcionalidad mitocondrias de las células tratadas.

Reactivos utilizados

- Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT), 98% Ref: Sigma M2128
- Sodium dodecyl sulfate (SDS) Ref: Sigma L3771
- Dimethyl sulfoxide, anhydrous (DMSO0), >=99.9% Ref: Sigma 276855

Soluciones

- MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol): para la
preparacidon de la solucién se mantuvo la proporcion 2.5 mg MTT/ml de PBS,
teniendo en cuenta que el MTT es fotosensible y que por tanto se debe proteger la
disolucién de la luz.

- Solucioén distaining (50 ml): se mezclaron 5mg de SDS en 40 ml de DMSO. Se afiadio
57.2ml de acido acético glacial/10ml DMSO. Se complet6 hasta 50ml con DMSO. Para
conservar la solucién se utilizé6 un falcon de 50ml y se almacen6 a temperatura

ambiente.

Procedimiento

- Se afiadieron 50ul de la solucién MTT a cada uno de los pozos de la placa de 24

poZos.

- Se dejé la placa en incubacion durante una hora a 37°Cy 5% de COZ2.
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- Pasada la hora, se retir6 el medio con cuidado de no aspirar el precipitado formado
en el fondo de la placa.

- Se afiadio la solucion distaining a razén de 500pl por pozo (en placa de 24 pozos),
con lo que se consiguio disolver el precipitado formado por las mitocondrias. Se deja
la placa 5 minutos a temperatura ambiente y se agita un poco para homogeneizar la
solucion.

- Se lee la placa en el espectrofotémetro a 550 nm.

5. Tincion con Hoechst 33342

El Hoescht 33342, también denominado de bisbenzimide H33342 (Sigma-Aldrich),
es un colorante especifico para regiones del ADN que son ricas en adenina y timina.
Se puede utilizar tanto para la deteccién de ADN en muestras tisulares, como en
células en cultivo. Es un fluorocromo permeable a la membrana plasmatica que se
excita a una longitud de onda de 343 nm (luz ultravioleta) y que emite fluorescencia
azul correspondiente a una longitud de onda de 455 nm. Las células apoptdticas
pueden distinguirse por la caracteristica condensacion de la cromatina nuclear o por
la presencia de fragmentacion nuclear.

Con la finalidad de ver los cambios conformacionales de los ntcleos de la glia, se
realizé la tincion con Hoechst 33342 para observar en conjunto la accién de las
citoquinas, como del tratamiento con acidos grasos, comparando con la morfologia

del control.

Reactivos utilizados

- bisBenzimide H 33342 trihydrochloride Ref: Sigma 861529 Aldrich

Preparacidn de la solucion
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- Solucion de Hoechst 33258: se prepara una solucion madre de 1 mg/ml en H20
milli-Q (conservar a 4° C).
- La concentracién de trabajo se obtuvo a partir de una diluciéon 1/800 de la solucién

madre en H20 milli-Q.

Procedimiento

- Selavaron la células con PBS para quitar restos de tratamiento y de esta forma tener
mayor permeabilidad en la célula.

- Las células del cultivo se permeabilizaron con paraformaldehido (PFH) al 4% a
temperatura ambiente durante 20 minutos.

- Se retiré el PFH y se lavaron las células 3 veces con PBS. Luego se permeabilizaron
con metanol frio por 8 minutos.

- Después de unos 15 min las células se lavaron con PBS y se examinaron al

microscopio con luz ultravioleta.

6. Medicion de la produccion de éxido nitrico

Una de las maneras de detectar la formacién de NO es evaluando la acumulacién de
nitrito

(NO2-) en el medio de cultivo. Se trata de un producto estable y no volatil resultado
de la reaccion del NO con el oxigeno molecular.

El acimulo de nitrito liberado al medio de cultivo se determin6 por colorimetria

mediante la reaccion de Griess.
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Reactivos utilizados

- Sulfanilamida >= 99% Ref: Sigma 5925-1,
- N-(1-Naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride Ref: Sigma N9123-10G,
- Acido fosférico Ref: Sigma 79617

Preparacion de la solucion:

- Para la produccion de 40 ml del reactivo de Greiss, se utilizaron: 400mg de
sulfanilamida, 40mg de N-(1-Naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride, 2 ml de
acido fosforico y se enrasé con H20 Milli-Q.

- Para la recta patrén se prepar6 una solucion madre de NaNO3 al 10mM en H20
milli-Q. A partir de la solucién madre se prepar6 una curva de patrones con NaNO3

(0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 uM).

Procedimiento:

- A las 24, 48 y 72 horas del tratamiento con citoquinas, en una placa de 96
autoclavada, se tomaron alicuotas de 100l de medio de cultivo de glia y se pusieron
por triplicado en placas de 96 pozos.

- Paralelamente se tomaron 100ul de la curva de patrones (por triplicado) y se
adicionaron a la placa.

- Se tomaron alicuotas de 100pl del reactivo de Griess y se afiadieron a todos los
pozos de la placa de 96 (muestras y patrones). Se esper6é un minimo de 10 min y
seguidamente se cuantifico la absorbancia de las muestras a 570 nm de longitud de
onda con el lector de placas llevada a cabo en el espectrofotometro

(espectrofotémetro placas Biotech Power Wave x S2). Esta lectura proporcioné
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valores en base a la recta patréon hecha con NaNO3. La absorbancia nos indic6 los

nitritos a partir de los cuales se sac6 la relacién con el 6xido nitrico.

7. Determinacion de la concentraciéon protéica

Una vez realizados los cultivos y su tratamiento, se procede a obtener el extracto
proteico, que se llevo a cabo lavando las placas dos veces con PBS frio y se recogio el
extracto protéico utilizando un tampon de lisis que contenia 150 mM de NaCl, 5mM
MgCl2, 50mM Tris, 1mM EDTA, 1%Trit6n X-100, pH 7,2 con inhibidores de proteasas
(Complete, Roche Diagnostics, Germany).

Para determinar la concentracion proteica de las muestras se emplea la técnica de
Bradford, (Bradford MM et al. 1976), se trata de una técnica colorimétrica que se
basa en la unién a la proteina del colorante Comassie Briliant Blue G250, la
absorbancia de este colorante se desplaza desde 465 nm hasta 595 nm cuando se
encuentra unido a proteina. La absorbancia de la muestra es directamente

proporcional a la cantidad de proteina de la misma.

Procedimiento para realizar el Bradford

- Se utilizé una dilucién 1:10 o 1:20 de las muestras de proteina en agua destilada
(segun necesidad). Se colocaron 10 ul de la dilucién en cada pozo de la placa de
lectura de 96 w, (se realizé por triplicado por cada una de las muestras).

- Se preparo la recta patron con BSA a diferentes concentraciones de 1 a 5 pg/ul. A
partir de una solucion madre de 2 mg BSA/ml. Se prepar6 la recta patrén de
concentraciones ascendentes, utilizando agua destilada como blanco, que fue el
punto de referencia con una concentraciéon 0 pg/ul

- Se prepar6 una diluciéon 1:5 del colorante de Bradford en H20 destilada y se anadié
190 pl de esta dilucion a cada uno de los pozos con la dilucién de proteina, recta
patrén y blanco.

-83-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Loépez

Capitulo 3. Material y métodos

- Se dej6 incubar la placa a temperatura ambiente durante unos 5 min.

- Se ley6 la absorbancia a 595 nm en el espectrofotémetro (Bio Rad, Benchmark
plus).

- A partir de las concentraciones media de absorbancia de la recta patrén se

extrapolaron los valores de concentraciones a las muestras problema.

8. Western Blot

Esta técnica permite observar los niveles o cambios de estado de una proteina
especifica. La técnica se basa en las diferencias en la velocidad de migraciéon
electroforética en una matriz de acrilamida, al someter a las proteinas a un campo
eléctrico, permite separarlas en funcion de su relacion carga/masa. Posteriormente
se lleva a cabo la transferencia de las proteinas o blotting, a una membrana sintética,
que actuard como soporte para llevar a cabo una deteccién mediante el uso de

anticuerpos especificos contra la proteina.

Tampones y Soluciones

- Tampon de carga

Componente Volumen (ml)
Tris 2 M pH 6'5 625 ul
SDS 40 % 1 ml
Glicerol 1ml
[3- mercapto 1ml
Azul bromofenol 1'2 ml
H20 milli-Q 0'175 pl
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- Tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

Componente Cantidad
Tris base 18,17 g
H20 destilada 100 ml

Se ajusto pHa 8,8 con HCI 1 M

- Tampoén Tris-HCl 1 M pH 6,8

Componente Cantidad
Tris base 121g
H20 destilada 100 ml

Se ajusto pHa 6,8 con HCl 1 M

-SDS10 %
Componente Cantidad
SDS 10g
H20 destilada 100 ml

- Tampén de migracion

Componente Concentracién 1X Concentracién 10X
Glicina 192 mM 144 g

SDS 0.1% 10g

H20 destilada c.s csplL
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- Tampon de transferencia

Componente Concentracion 1X Concentracion
10X
Tris base 25 mM 30,3g
Glicina 192 mM 144 g
etanol 10 % -
H20 destilada cS cspllL
- Tampén TBS
Componente Concentraciéon 1X |Concentraciéon
10X
Tris base 50 mM 24,25¢g
NacCl 192 mM 80g
H20 destilada ¢S cs.p 1L
Se ajusto pHa 7,5

-Tampodn TBS-Tween® 0,1 %

Componente Cantidad
Tampén TBS 1X 1L
Tween® 1 ml
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- Preparacion de geles de poliacrilamida-SDS

Para la preparacion de los geles se utilizo el sistema Mini-Protean III de Bio-Rad. Los
geles polimerizan entre dos placas de vidrio especificas que mantienen una
separacion determinada entre ellas. Los geles estan compuestos por dos fases, una
superior o gel de concentracién que permite que las proteinas lleguen en el mismo
momento a la fase siguiente y una inferior o gel de separacién que resolvera las
proteinas en funcién de su relaciéon carga/masa. Se emplearon concentraciones
diferentes de acrilamida para los geles de separaciéon en funcién del tamafio de las

proteinas a estudiar.

- Geles de separacion

Componente 5% 7.5% 10% 12% 15%
Acrilamida- 5.7ml 2.8 3.8ml 4.5ml 5.7 ml
bisacrilamida

Tris-HCL1,5M pH 3.75ml |3.75ml |3.75 ml |3.75 ml |3.75 ml
8.8

SDS 10% 170 ul 170 ul 170 pl 170 ul 170 ul
H20 milliQ 9.0 ml 8.15ml |7.17ml |6.5ml 5.3 ml
TEMED 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul
APS* 100 pl 100 Wl 100 ul 100 Wl 100 pl

Para evitar la inclusion de aire en la matriz de acrilamida, el gel se cubri6 con agua
destilada, que se retir6 una vez gelificé la acrilamida. A continuacién se prepar6 y

vertid sobre el separador, el gel de concentracion.
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- Geles de concentracion

Componente 5% 4%

Acrilamida-bisacrilamida 625 pl 500 pl
Tris- HCL1M pH 6.8 625 ul 625 pl
SDS 10% 50 pl 50 pl
H20 milliQ 3.7ml 3.8ml
TEMED 5ul 5ul
APS 10% 25l 25 ul

Una vez vertido el gel de concentraciéon sobre el espaciador, se coloca el peine que
forma los pocillos. Terminada la polimerizacion, se retira el peine y se lavan los

pocillos con tampén de migracion.

- Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras para la electroforesis necesité una dilucién en
tampoén de carga, o tampdn de Laemmli que mantiene las proteinas en su estado
desnaturalizado, en la cual se conserva Unicamente la estructura primaria de la
proteina. La cantidad de proteina debe ajustarse a las necesidades de cada
experimento pero esta oscila entre 10 y 40 pg. Una vez mezclada con el tampon estas
muestras se colocaron en un bano seco a 100 2C durante 5 min, a continuacion se

hizo un spin para recuperar todo el volumen.
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- Electroforesis

Una vez los geles estuvieron preparados y se cargaron las muestras en el gel de
acrilamida.

Ademas se incluyeron los marcadores estandares de peso molecular (Bio-Rad, Dual
Color; 161-0374).

Los geles se colocan dentro de una cubeta de electroforesis que contenia un volumen
suficiente de tampo6n de migraciéon para que ambos extremos del gel queden en
contacto con el tampon y permitir de esta manera cerrar el circuito. Se conecté la
cubeta a una fuente de alimentacién y se inici6 la separacién a 90-100 V el tiempo

que sea necesario para que la proteina se separe seglin su relaciéon carga/masa.

- Transferencia de las proteinas a la membrana

Terminada la migracidn, las proteinas deben transferirse a un soporte que permita
fijarlas y que luego pueda utilizarse para detectarlas y cuantificarlas. El fundamento
es similar al de la electroforesis, pero en este caso, se aplicé un campo eléctrico
perpendicular al gel que hace que las proteinas migren del gel, hacia la membrana,

en este caso se emplearon membranas de polivinilideno (PVDF, Bio-Rad; 162-0177).

La transferencia se consiguié mediante la preparacion de un sandwich en un soporte
en el cual se colocé sucesivamente una esponja, papel Whatman®©, el gel, la
membrana, mas papel Whatman®© y finalmente otra esponja. Se cerro6 el sandwich y
se colocd en su soporte en la cubeta de transferencia que contiene el tampdn de
transferencia. Se dispone de forma que el gel quede hacia el anodo (-) y la membrana
hacia el catodo (+). Finalmente se aplic6 una corriente constante de 200 mA durante

100 min.
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El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solucién por lo que se recomienda
refrigerar el sistema afiadiendo un compartimento de hielo en la cubeta. La
transferencia se realiza en frio a 42C. Este punto es de especial importancia ya que la
velocidad y eficiencia de la transferencia son inversamente proporcionales a la

temperatura.

Anodo (transparente)

| | Esponja

Dos papeles Whatman

| | Membrana de PVDF
N Gel de acrilamida

Dos papeles Whatman

| | Esponja

I o (e

Figura 15. Esquema del orden de colocacién de los distintos elementos que componen el sindwich para transferencia.

- Inmunodeteccion

Una vez terminada la transferencia se lavaron las membranas con TBS-tween® 0,1
% durante 5-10 min para retirar un posible exceso de metanol. A continuacién se
incubé la membrana en una dilucién adecuada de anticuerpo primario en una
solucién de BSA al 5 % que acttia como bloqueo de los puntos de unién inespecificos.

Las membranas se mantuvieron en incubaciéon durante toda la noche a 4 °C.
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A continuacion, se realizé el lavado de las membranas con TBS-tween® 0,1 % para
retirar el exceso de anticuerpo primario, y se procedi6 a incubarlas con el anticuerpo

secundario adecuado dependiendo de la fuente del anticuerpo primario.

Anticuerpo primario Anticuerpo Secundario Casa comercial Dilucién
Fosfo-p38MAPK (Thr180- A. Mouse Santa Cruz 1:1000
Tyr182)

P38 A. Mouse Santa Cruz 1:1000
Fosfo- JNK A. Mouse Cell signaling 1:1000
Fosfo-ERK1/2 A. Rabbit Cell signaling 1:1000
Fosfo c-JUN A. Rabbit Cell signaling 1:1000
iNOS A. Rabbit Cell signaling 1:1000
Monoclonal A. Mouse Sigma-Aldrich, St 0,5:1000

Louis, MO, EE.UU.

anti-B-tubulina

monoclonal A. Mouse Sigma-Aldrich, St 0,5:1000
B-actina Louis, MO, EE.UU.

Para la reaccién de detecciéon quimioluminiscente se mezclan cantidades iguales de
solucidon 1 y 2 del kit de deteccion (Amersham ECL Selec TM HARD) y (BioRad
ClarityTM Western ECL substrate) en un soporte plano donde se incuba la
membrana, con la cara de las proteinas en contacto con el reactivo, durante 1 min.
Se elimina el exceso de liquido de la membrana colocdndola sobre papel absorbente
y se introduce en la maquina para revelar Chemidoc XRS Bio-Rad® situandola sobre

la bandeja.
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Las imagenes son procesadas mediante el empleo de un software especifico para

capturar imagenes digitales (ImageLab, Bio-Rad®)

Las mediciones de quimioluminiscencia y los valores de semi-cuantitativos se
obtuvieron usando el software correspondiente ImageLab, Quantity one (Bio-Rad) y
los resultados se expresaron como un porcentaje con respecto al control. Las
correspondiente (-actinas fueron tomadas para cada muestra y asi, normalizar las

diferencias en carga de gel.

9. Planificacién experimental

9.1. Fase experimental 1: Modelo inflamacion.

En esta primera fase se definié el modelo de inflamacién glial con citoquinas
proinflamatorias. En los cultivos de glia se valoro el efecto del tratamiento con IL-1f3,
IFN-y, TNFa solas, en combinacién por pares y las tres citoquinas juntas, con el fin
de determinar la opcion que produjera la mayor produccién de 6xido nitrico sin

afectar la viabilidad celular.

Una vez definido el modelo de inflamacién, se procedié a determinar las vias
moleculares implicadas en la producciéon de o6xido nitrico activadas por las

citoquinas.

Teniendo en cuenta que experiencias previas del grupo de investigacion se centraron
en el estudio de la actividad anti-proliferativa de la melatonina sobre cultivos de
células de neuroblastoma y que de estos primeros estudios se pudo valorar el
potencial antiapoptético de la melatonina en el contexto de un modelo in vitro

(Pizarro et al., 2008), asi como también se estaba trabajando con leptina (Folch et
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al, 2012)(Folch et al, 2013) y los efectos de éstas sobre la cognicion y la
neuroproteccion cerebral, en esta primera fase de estudio se retomo el estudio de las
funciones de la melatonina y leptina pero aplicado al cultivo primario de células de

glia sometidos a activacion glial a través de citoquinas pro-inflamatorias.

Para el desarrollo de esta primera fase de estudio, se hicieron cultivos primarios de
células de glia a partir de cortex de raton de 3 dias de nacidos (de acuerdo al
protocolo descrito en el apartado 2 de este capitulo). Las células cultivadas fueron
sometidas a tratamientos con dosis fisioldgicas con melatonina y leptina solos y en
combinacidn con las citoquinas proinflamatorias. Se determind la viabilidad celular
de los tratamientos (de acuerdo al protocolo descrito en el punto 4 de este capitulo),
se valor6 la produccién de 6xido nitrico en el medio de cultivo (de acuerdo al
protocolo descrito en el punto 6 de este capitulo), se llevé a cabo la determinacion
de la induccién de iNOS y la activaciéon de la via p38 MAPK mediante la técnica
western blot (la determinacién de la concentracién protéica y la realizacion del

western blot se desarrollaron como se describe en el punto 7 y 8 de este capitulo).

9.2. Fase experimental 2: Efecto de acidos grasos

Teniendo en cuenta que, las enfermedades neurodegenerativas tienen un
componente inflamatorio (incluida la enfermedad de Alzheimer), que el grupo de
investigacion estaba trabajando un modelo de experimental de Alzheimer con dieta
alta en grasa (principalmente a base de acido palmitico) valorando el efecto de la
dieta alta en grasas sobre la memoria dependiente del hipocampo (Pedrés et al.,
2014) (Petrov etal., 2015b) y que en la primera fase de este estudio se habia definido
un modelo de inflamacién con citoquinas pro-inflamatorias, en la segunda fase de
este trabajo se llevo a cabo la valoracion del efecto de diferentes acidos grasos sobre

el modelo de inflamacién definido en la primera fase experimental de esta tesis.
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Para el desarrollo de esta segunda fase, se hicieron cultivos primarios de células de
glia a partir de cortex de raton de 3 dias de nacidos (de acuerdo al protocolo descrito
en el apartado 2 de este capitulo). Las células cultivadas fueron sometidas a
tratamientos con dosis de acidos grasos saturados y poliinsaturados a diferentes
dosis y se determind la viabilidad celular y la produccién de éxido nitrico, para
determinar las dosis que no afectaran la viabilidad celular y que pudieran tener un
efecto anti-inflamatorio. Una vez definidas las dosis fisioldgicas, se trataron las
células con los A&cidos grasos solos y en combinacion con las citoquinas
proinflamatorias, determinando nuevamente la viabilidad celular del tratamiento y
el aumento o disminucion en la produccion de 6xido nitrico. Posteriormente se llevd
a cabo la determinacion del aumento de la produccién de iNOS y la activacién de la

via p38 MAPK.

La viabilidad celular de los tratamientos se realizé de acuerdo al protocolo descrito
en el punto 4 de este capitulo. La produccién de 6xido nitrico se midi6 en el medio
de cultivo como se describe en el punto 6. La determinacién de la inducciéon de iNOS
y la activacion de la via p38 MAPK se realizé mediante la técnica western blot (la
determinacion de la concentracidon protéica y la realizacion del western blot se

desarrollaron como se describe en el punto 7 y 8 de este capitulo).

10. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron por ANOVA de un factor, seguido por la prueba post hoc
de Bonferroni. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando la versién 15
SPSS (SPSS Sciences, Chicago, Illinois) y GraphPad Prim 5 (GraphPad Prism 5, La

Jolla, CA, EE.UU.). La significancia estadistica se definié como un valor p menor que
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las diferencias con p <0,05 (*); P<0,01 (**) y p <0,001 (***) se consideraron

significativos en cada experimento.
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1. Fase experimental 1. Modelo inflamacion.

1.1. Efecto de las citoquinas sobre las células de glia.

Tratamiento con citoquinas induce aumento de la produccion de 6xido

nitrico (ON) en células de glia.

Para determinar silas células gliales tratadas con citoquinas aumentan la produccién
de oxido nitrico, los cultivos primarios se trataron con diferentes citoquinas
proinflamatorias, tales como TNFaq, IL 1 e IFNy. Los tratamientos se realizaron de
forma individual, en combinaciones de dos citoquinas (TNFa - [FNy, TNFa- IL 18, IL
1B- IFNy) y con las tres citoquinas (TNFa- IL 18- IFNy). La determinacién de la
produccién de 6xido nitrico se llevo a cabo utilizando el reactivo de Griess, que mide
el nitrito liberado en el medio de cultivo. Sélo las combinaciones de TNFa - IFNy; IL
1B- IFNy y TNFa- IL 18- IFNy mostraron una diferencia significativa de produccion
de oxido nitrico respecto al control. Se obtuvo un incremento mas significativo

cuando las células se trataron con las tres citoquinas juntas (Grafica 1).

Se probo la sintesis de 6xido nitrico a las 24, 48 y 72 horas en las células tratadas con
TNFa- IL 13- IFN. Los resultados mostraron un aumento progresivo de los niveles de
oxido nitrico dependiente del tiempo. Teniendo en cuenta que la combinacion de las
tres citoquinas proinflamatorias fue el tratamiento que dio lugar a la mayor
induccion de la produccion de o6xido nitrico, los siguientes experimentos se

realizaron con este tratamiento (Grafica 2).

El cultivo celular se caracteriz6 utilizando anticuerpos especificos GAF, como

marcador de astrocitos; IBA-1, marcador de células microgliales. Tras el tratamiento
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con citoquinas se observo una activacién de las células microgliales. También se
realizé la tincion de Hoechst (azul) que también se utiliza para ver los nucleos de las

células marcadas (Figura 16.).

Vias moleculares implicadas en la produccién de 6xido nitrico activadas por

las citoquinas.

Como ya se dijo anteriormente en la introduccién, las MAPKs desempefian un papel
importante en las vias de sefializacion que inducen las citoquinas proinflamatorias y
el aumento de la iNOS en las células de glia. Para determinar qué vias moleculares
fueron activadas por la combinacién del tratamiento con citoquinas (TNFa- IL 13-
IFN) en la células de glia, se realizaron analisis de western blot en células que fueron
expuestas al tratamiento con las tres citoquinas durante diferentes lapsos de tiempo

(figura 17.)

Los analisis de transferencia Western mostraron que la combinacion de las tres
citoquinas, TNF-IL1B-IFN, induce la activacién de diferentes proteinas MAPK,
especificamente JNK y su sustrato c-Jun en Ser73, y p38, en diferentes lapsos de
tiempo. Sin embargo, no se observd hiperfosforilacion de ERK1/2 en ningun
momento, de acuerdo a estas condiciones experimentales especificas (Figura
4). Estas activaciones se produjeron entre 30 minutos y 1 h después del
tratamiento. Las vias pro-inflamatorias, tales como STAT-1 y STAT-3, se activaron
después de 30 minutos de tratamiento con las citoquinas y también se observé una

disminucion en los niveles IKBa, lo que podria indicar la activacién de NFKB.
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Grafica 1. Produccion de 6xido nitrico en cultivos de glia a 48 horas de tratamiento
con diferentes citoquinas y sus diferentes combinaciones. Cada punto es la media +
SEM de tres experimentos independientes. (**, p<0.01; *** p<0.001 con respecto al

control)
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Grafica 2. Produccién de 6xido nitrico en cultivos de glia en 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento con TNF-IL1B-IFNy. Cada punto es la media + SEM de tres

experimentos independientes. (**, p<0.01; *** p<0.001 con respecto al control)
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Figura 16.Imagen del cultivo glial caracterizado con dos marcadores gliales
especificos: GFAP (astrocitos, verde), Iba 1 (microglia, rojo) y Hoechst (azul), que se

utiliza para marcar los nucleos celulares.
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Figura 17. Vias moleculares activadas por las citoquinas (TNFa- IL 13- IFN).
Transferencias de Western blot contra fosfo-]NK, fosfo c_JUN. Fosfo ERK1/2, fosfo
STAT1, fosfo STAT3, fosfo [kBa y actividad de p38 a diferentes lapsos de tiempos de
exposicion con el tratamiento con citoquinas. Todas las transferencias se
normalizaron con la actina. Para cada punto, se presenta el valor medio de tres

experimentos independientes (*, P<0,05 con respecto al control).
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1.2. Efecto de la melatonina sobre las células de glia.

La melatonina disminuye la produccion de ON mediada por citoquinas en las

células gliales

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con melatonina 1 hora antes del
tratamiento con citoquinas proinflamatorias (TNFa- IL 13- [FNy), la produccién de
ON fue inhibido significativamente (Grafica 3). La produccion del éxido nitrico fue

determinado mediante la prueba de Griess.

Para determinar si la disminucion de la produccion de ON en el cultivo de glia tratado
con melatonina podria estar relacionado con los niveles de proteina iNOS, se hizo
western blot contra iNOS y se observé que los niveles de la proteina estaban
significativamente aumentados en el tratamiento con citoquinas 'y
significativamente disminuidos en los que tuvieron un pre-tratamiento con
melatonina 1 hora antes de la exposicién a citoquinas. En conjunto, los datos actuales
muestran que la melatonina inhibe la activacion inflamatoria de las células gliales

con respecto a la induccion de iNOS y la produccion de ON.

Para determinar los posibles efectos citotéxicos de la combinacién del tratamiento
de melatonina con citoquinas, se realiz6 la determinacion de la viabilidad celular
mediante el ensayo MTT para descartar que la disminucién en la producciéon de ON
fuera producto de la muerte de las células. (Grafica 4). Se observa que la reduccion
de MTT para el pre-tratamiento con melatonina a 1mM, el tratamiento con las tres
citoquinas (TNFa- IL 1B- IFNy) y la combinacién de la melatonina con las citoquinas,

no mostraron diferencias significativas respecto al control.
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La melatonina inhibe la ruta de seiializacion de p38 en las células gliales

Para investigar si la inhibicién de la induccién de iNOS y la disminucién en la
producciéon de ON estaba relacionada con las vias activadas por las citoquinas pro-
inflamatorias se examiné el efecto de la melatonina sobre JNK, c-Jun, fosfo ERK1 / 2
y actividad de p38 MAPK. El pre-tratamiento con 1mM de melatonina antes de la
incubacién con citoquinas solamente inhibié la actividad de la p38 MAPK. La
fosforilacion de JNK, ERK1/2 y «¢-JUN no se vio afectada (Figura
18). Sorprendentemente, la melatonina sélo inhibe la actividad MAPK p38 en

cultivos de células gliales.

B)
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Grafica 3. A) Los niveles de nitrito a las 48 h en medio de cultivo de las células
no tratadas (C), células tratadas con melatonina (1 mM), células tratadas con

citoquinas (CK) y células tratadas con citoquinas y pretratadas con melatonina
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antes del tratamiento con citoquinas Melatonina 1mM+ CK). La melatonina
redujo significativamente los niveles de nitrito. B) Transferencia de Western
contra iNOS a las 24 h de los diferentes tratamientos. Cada punto es la media
+ SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,001 con respecto al
control del vehiculo y ##, p <0,01 para las células pretratadas con melatonina

con respecto a las células tratadas solo con citoquina).
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Grafica 4. Tratamiento de cultivos de células gliales con citoquinas TNFa-

IL1B-IFNy y melatonina no induce muerte celular. Cada punto es la media +

SEM de tres o cuatro experimentos independientes.
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Figura 18. Western blots contra fosfo JNK, fosfo c-Jun, fosfo ERK1 / 2 y
actividad de p38 en 30 min y 1 h después del tratamiento con citoquinas con
o sin pretratamiento con melatonina. Todas las transferencias de Western se
normalizaron con la actina. Para cada punto, se presenta el valor medio de tres
experimentos independientes. (*, P <0,05 con respecto al control del vehiculo

y #, p <0,05 con respecto a las células pretratadas con melatonina).
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1.3. Efecto de la leptina sobre las células de glia.

La leptina disminuye la produccion de ON mediada por citoquinas en las

células gliales

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con leptina 1 hora antes del
tratamiento con citoquinas proinflamatorias (TNFa- IL 13- [FNy), la produccién de
ON fue inhibido significativamente (Grafica 5). La exposicion de las células a
diferentes concentraciones de leptina (50, 100 y 500 nM) durante 1 hora, antes del
tratamiento con citoquinas redujo significativamente la producciéon de ON, siendo
mas efectiva la dosis de 500 nM en la disminucién del ON. La produccién del éxido

nitrico fue determinado mediante la prueba de Griess.

Para determinar los posibles efectos citotoxicos de la combinacién del tratamiento
de leptina con citoquinas, se realiz6 la determinacién de la viabilidad celular
mediante el ensayo MTT para descartar que la disminuciéon en la producciéon de ON
fuera producto de la muerte de las células. (Grafica 6). Se observa que la reduccion
de MTT para el pre-tratamiento con leptina a 1mM, el tratamiento con las tres
citoquinas (TNFa- IL 1B- I[FNYy) y la combinacién de la leptina con las citoquinas, no

mostraron diferencias significativas respecto al control.

Para determinar si la disminucion de la produccion de ON en el cultivo de glia tratado
con leptina podria estar relacionado con los niveles de proteina iNOS, se hizo
western blot contra iNOS. Como era de esperar, el tratamiendo con citoquinas indujo
un marcado aumento de los niveles de iNOS en las células gliales, que se redujo

significativamente mediante el tratamiento con leptina a 500 nM (Grafica 7). En

- 108 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Loépez

Capitulo 4. Resultados

conjunto, los datos actuales muestran que la leptina inhibe la activacién inflamatoria

de las células gliales con respecto ala induccién de iNOS y la produccion de ON.

La leptina inhibe la ruta de seiializacion de p38 en las células gliales

Teniendo en cuenta que los resultados encontrados con melatonina sugirieron que
la disminucién de ON y de iNOS podria estar relacionada con la via de p38 MAPK, se
valoro el efecto de la leptina en la ruta de p38. Los resultados de la investigacion
muestran un aumento significativo en el contenido de la forma activa de p38 (fosfo-
P38 Thr180 / Tyr182) como resultado de la exposicion a citoquinas, que puede ser

revertida por el tratamiento previo de las células gliales con leptina (Grafica 8).
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Grafica 5. Niveles de nitrito. La grafica muestra un aumento significativo en los
niveles de nitrito (uM) medidos por el método de Griess, en las células gliales
después del tratamiento con citoquinas. La pre-incubaciéon de los cultivos con
Leptina durante 1 h antes de la exposicién a citoquinas invierte parcialmente la
produccién de nitrito. La exposicion a concentraciones de Leptina de 50, 100 y 500
nM demostré una proteccidon anti-inflamatoria, efecto dependiente de la dosis. La
barra de control se tomé como 100%. Cada punto es la media + SEM de tres o cuatro
experimentos independientes (### p <0,001 cuando se compara citoquinas (CK)
respecto al control; * P <0,05 y *** p <0,001 cuando se comparan Leptina+ citoquina
(Lep+CK) [Lep que va desde 50 a 500 nM] con respecto al grupo CK). Cada punto es

la media = SEM de tres o cuatro experimentos independientes.
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Grafica 6. Tratamiento de cultivos de células gliales con citoquinas TNFa- IL1B-
IFNYy y leptina no induce muerte celular. Cada punto es la media + SEM de tres o

cuatro experimentos independientes
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Grafica 7. El contenido de iNOS en las células gliales después el tratamiento con
citoquinas se incremento significativamente. Se observa que el pretratamiento con
leptina a 500 nM invierte este efecto. Los western blot fueron normalizados con
actina. (### p <0,001 citoquina [CK] comparada con el control; ** p <0,01 cuando se

compara Leptina [lep] solo y grupos Leptina+citoquinas [lep+CK] con respecto al
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citoquinas [CK]. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante ANOVA de una

via seguido por Bonferroni prueba post hoc.
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Grafica 8. Transferencia western blot contra (A) fosfo-P38 (Thr180 / Tyr182) y (B)
P38 total después de tratamiento con citoquinas [CK] y Leptina [lep]. Los resultados
muestran que la pre-incubacion con Leptina provoca una reduccion significativa en
el contenido de la forma fosfo-P38 activa. Todas las transferencias Western se
normalizaron con Tubulina. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos
independientes (# p <0,05 y ### p <0,001 cuando se comparan grupo Citoquinas
[CK] vs. control; ** p <0,01 cuando se compara Leptina sola solo y grupos Leptina +
citoquina [lep+CK] con respecto a grupo citoquinas [CK]. Las diferencias estadisticas
se analizaron mediante ANOVA de una via seguido por la prueba post hoc de

Bonferroni.
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2. Fase experimental 2. Acidos grasos.

2.1. Efecto del acido docosahexaenoico (DHA) sobre las células de glia.

Tratamiento con DHA a bajas concentraciones no induce apoptosis en células

de glia.

Para determinar los posibles efectos citotoxicos del DHA se trataron los cultivos
primarios de células de glia con DHA a diferentes concentraciones micromolares
(30uM, 60 puM, 90 uM, 120 pM, 150 pM, 200 uM, 400 uM, 600 uM y 800 puM). La
determinacién de la viabilidad celular se realiz6 mediante el ensayo de MTT.
Después de 24 horas de incubacién se observa que la reduccion de MTT para las
concentraciones mas bajas de DHA no mostroé diferencias significativas respecto al
control. Sin embargo, las concentraciones de 600uM y 800uM mostraron una
toxicidad significativa que aumentaba con la dosis, lo cual parece indicar que el DHA

a elevadas concentraciones puede producir muerte en las células de glia (Grafica 9.).

Tratamiento con DHA a altas concentraciones aumenta la produccion de ON

mediada por citoquinas en células de glia.

Para determinar si las células gliales tratadas con DHA aumentaban la produccién de
ON y a qué dosis, se trataron los cultivos primarios de células de glia con DHA a
diferentes concentraciones micromolares (30uM, 60 pM, 90 uM, 120 puM, 150 uM,
200 uM, 400 uM, 600 pM y 800 puM). La determinacién de la produccién de 6xido
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nitrico se llevé a cabo utilizando el reactivo de Griess. Las dosis mas altas de DHA
(600 uM y 800 uM) mostraron una diferencia significativa de producciéon de 6xido
nitrico respecto al control. Esta produccion de ON aumenta al incrementar la dosis

de DHA a partir de 600 uM (Grafica 10).

Tratamiento con DHA a bajas concentraciones disminuye la produccion de

ON mediada por citoquinas en células de glia.

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con DHA 4 horas antes del tratamiento
con citoquinas proinflamatorias (TNFa- IL 1B- IFNy), la produccién de ON fue
inhibido significativamente (Grafica 11). La produccién del 6xido nitrico fue

determinado mediante la prueba de Griess.

Para determinar los posibles efectos citotoxicos de la combinacién del tratamiento
combinado de DHA con citoquinas, se realiz6 la determinacién de la viabilidad
celular mediante el ensayo MTT para descartar que la disminucién en la produccion
de ON fuera producto de la muerte de las células. (Grafica 12). Se observa que la
reduccion de MTT para el pre-tratamiento con DHA a 60 solo, el tratamiento con
las tres citoquinas (TNFa- IL 1B- IFNy) y la combinacion de DHA60uM mas

citoquinas, no mostraron diferencias significativas respecto al control.

Al observar que la viabilidad de las células no se ha alterado, es posible deducir que
probablemente la disminucion del ON se debe al pre-tratamiento de las células con

DHA.

Al realizar la tincion de Hoescht para marcar los nucleos, se observa que las
citoquinas producen un aumento significativo de la fraccion de células apoptoticas.
Sin embargo, en las células tratadas con DHA + citoquinas los nucleos se conservan

de una forma mas parecida a los nucleos de las células correspondientes al control,
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lo que significaria que probablemente el pre-tratamiento con DHA disminuye la

formacion de nucleos apoptoticos (Figura 19).

Para determinar sila disminucion de la produccién de ON en el cultivo de glia tratado
con DHA podria estar relacionado con los niveles de proteina iNOS, se realizaron
western blot contra iNOS y se observd que los niveles de la proteina estaban
significativamente aumentados en el tratamiento con citoquinas y se observo una
disminucioén significativa de la proteina en los que tuvieron un pre-tratamiento con
DHA antes de la exposicién a citoquinas (Grafica 13). En conjunto, los datos actuales
muestran que quizas el DHA inhibe la activacién inflamatoria de las células gliales

con respecto a la inducciéon de iNOS y la produccion de ON.

Tratamiento con DHA inhibe la via de sefializacion de p38 en las células de

glia.

La via p38 desempeiia papeles esenciales en la expresién de moléculas inflamatorias
en varios tipos celulares incluyendo la microglia, en respuesta a una variedad de
estimulos. Por lo tanto, para determinar si la inhibicién en la inducciéon de iNOS y la
produccién de ON por DHA podria estar relacionada con la via p38 MAPK, se examin6
el efecto del DHA sobre la fosforilacion y actividad inducida por citoquinas sobre p38
MAPK. Se realiz6 el pretratamiento de las células de glia con DHA a 60uM 4 horas
antes de la incubaciéon con citoquinas. De acuerdo con lo observado en las
transferencias de western blot se evidencia un aumento significativo del contenido
de la forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180 / Tyr182) como resultado de la
exposicion a citoquinas, que puede ser revertida mediante el pretratamiento de
células gliales con DHA (Grafica 14). Estos resultados muestran que quizads DHA es

capaz de inhibir la via p38 MAPK.

-115-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA
Nohora Milena Martinez Loépez

Capitulo 4. Resultados

150~
o 100
=
c
[
o
4 50
© *kk Khhkk
B

O PP LSS

DHA [uM]

Grafica 9. Tratamiento de cultivos de células gliales con diferentes concentraciones
de DHA no induce muerte celular a bajas concentraciones, sin embargo a altas
concentraciones es citotéxico. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos

independientes (*** P<0.0001).
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Grafica 10. Produccién de Oxido Nitrico en cultivo de glia tratada con diferentes
concentraciones de DHA. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos

independientes (*** P<0.0001).
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i

Nitrito (uM)

Grafica 11. Niveles de nitrito en medio de cultivo de células no tratadas [C], células
tratadas solamente con citoquinas [CK], Células tratadas solamente con DHA durante
4 horas [DHA 60uM], y tratamiento combinado de DHA y citoquinas [DHA 60uM +
CK] en cultivo de glia. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos
independientes. (***, p <0,0001 con respecto al control del vehiculo vy

###,p <0,0001 para las células pretratadas solo con CK con respecto a la células

tratadas con 60uM +CK).
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Grafica 12. Tratamiento de cultivos de células gliales tratadas con DHA y citoquinas
no induce muerte celular. No hay diferencias significativas respecto al control. Cada

punto es la media + SEM de tres experimentos independientes.
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CONTROL CITOQUINA

DHA+CITOQUINA

Figura 19. Imagen del cultivo glial caracterizado Hoechst (azul), que se utiliza para

marcar los nucleos celulares.
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Grafica 13. Transferencia de Western blot contra iNOS para los diferentes
tratamientos. Todas las transferencias se normalizaron con la actina. Cada punto es
la media + SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001; ** p<0,001
con respecto al control del vehiculo y ###, p <0,0001 para las células pretratadas

con DHA con respecto a la células tratadas solamente con citoquinas).

A) B)

150- 200+
150+
100+ o

1004

P38/Actina

(% Control)
P-P38/Actina
(% Control)

50
50+

Grafica 14. Western blots contra (A) p38 total (Thr180/Tyr182) y (B) P- p38
después del tratamiento con citoquina y DHA. Los resultados muestran una
reduccion significativa en el contenido de la forma fosfo-P38 activa como resultado

de la preincubacion con DHA. Todos los Western blot se normalizaron con actina.
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Cada punto es la media + SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001
con respecto al control del vehiculo y ###, p<0,0001 para las células pretratadas con

DHA60uM con respecto a la células tratadas solamente con citoquinas.
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3. Efecto del acido eicosapentaenoico (EPA) sobre las células de glia.

Tratamiento con EPA a bajas concentraciones no induce apoptosis en células

de glia

Para determinar los posibles efectos citotéxicos del EPA se trataron los cultivos
primarios de células de glia con EPA a diferentes concentraciones micromolares
(30uM, 60 puM, 90 uM, 120 pM, 150 pM, 200 uM, 400 uM, 600 uM y 800 pM). La
determinaciéon de la viabilidad celular se realiz6é mediante el ensayo de MTT.
Después de 24 horas de incubaciéon se observa que la reduccién de MTT para las
concentraciones mas bajas de EPA no present6 diferencias significativas respecto al
control. Sin embargo, las concentraciones de 400uM, 600uM y 800puM mostraron un
aumento significativo de la reduccion de MTT que incrementaba con la dosis del

acido graso (Grafica 15).

Tratamiento con EPA a altas concentraciones aumenta la produccion de ON

mediada por citoquinas en células de glia.

Para determinar si las células gliales tratadas con EPA aumentaban la produccidn de
ON y a qué dosis, se trataron los cultivos primarios de células de glia con EPA a
diferentes concentraciones micromolares (30uM, 60 pM, 90 uM, 120 puM, 150 uM,
200 uM, 400 pM, 600 pM y 800 puM). La determinacion de la producciéon de 6xido
nitrico se llevo a cabo utilizando el reactivo de Griess. Las dosis mas altas de EPA
(200pM, 400uM, 600uM y 800 pM) mostraron una diferencia significativa de
produccién de 6xido nitrico respecto al control. Esta produccién de ON aumenta al

incrementar la dosis de EPA a partir de 200 uM (Gréfica 16).
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Tratamiento con EPA a bajas concentraciones disminuye la produccién de ON

mediada por citoquinas en células de glia.

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con EPA 60uM 4 horas antes del
tratamiento con citoquinas, la produccion de ON fue inhibido significativamente
(Grafica 17). La produccion del 6xido nitrico fue determinado mediante la prueba de

Griess.

Para determinar los posibles efectos citotoxicos de la combinacién del tratamiento
de EPA con citoquinas, se realizé la determinacién de la viabilidad celular mediante
el ensayo MTT para descartar que la disminucién en la produccién de ON fuera
producto de la muerte de las células. (Grafica 18). Se observa que la reduccion de
MTT para el pre-tratamiento con solo EPA a 60uM, el tratamiento con las tres
citoquinas y la combinaciéon de EPA60uM mas citoquinas, no mostraron diferencias

significativas respecto al control.

Al observar que la viabilidad de las células no se ha alterado, es posible deducir que
probablemente la disminucion del ON se debe al pre-tratamiento de las células con

EPA.

Al realizar la tincion de Hoescht para marcar los nucleos, se observa que las
citoquinas producen un aumento significativo de la fracciéon de células apoptoticas.
Sin embargo, en las células tratadas con el tratamiento combinado de EPA mas
citoquinas, los nucleos se conservan de una forma mas parecida a los ntcleos de las
células correspondientes al control, lo que significaria que probablemente el pre-

tratamiento con EPA disminuye la formacién de nucleos apoptéticos (Figura 20).
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Para determinar sila disminucién de la produccién de ON en el cultivo de glia tratado
con EPA podria estar relacionado con los niveles de proteina iNOS, se realizaron
western blot contra iNOS y se observé que los niveles de la proteina estaban
significativamente aumentados en el tratamiento con citoquinas. También se
evidencié una disminucion significativa de la proteina en los que tuvieron un pre-
tratamiento con EPA antes de la exposicion a citoquinas (Grafica 19). Los datos
actuales muestran que quizas el EPA inhibe la activacion inflamatoria de las células

gliales con respecto a la induccién de iNOS y la produccion de ON.

Tratamiento con EPA inhibe la via de sefializacion de p38 en las células de

glia

Para determinar si la inhibiciéon en la induccién de iNOSy la produccién de ON
observada en los tratamientos realizados con EPA podria estar relacionada con la via
p38 MAPK, se examino el efecto del EPA sobre la fosforilacion y actividad inducida
por citoquinas sobre p38 MAPK. Se realiz6 el pretratamiento de las células de glia
con EPA a 60uM 4 horas antes de la incubacién con citoquinas. De acuerdo con lo
observado en las transferencias de western blot se evidencia un aumento
significativo del contenido de la forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180 / Tyr182)
como resultado de la exposicién a citoquinas, que puede ser revertida mediante el
pretratamiento de células gliales con EPA (Grafica 20). Estos resultados muestran

que quizas EPA es capaz de inhibir la via p38 MAPK.
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Grafica 15. Tratamiento de cultivos de células gliales con diferentes concentraciones
de EPA no induce muerte celular. Sin embargo, a medida que aumenta la
concentracion de EPA, aumenta significativamente la reduccién de MTT (***
P<0.0001). Cada punto es la media + SEM de tres experimentos independientes.
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Grafica 16. Produccién de Oxido Nitrico en cultivo de glia tratada con diferentes

concentraciones de EPA. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos

independientes (*** P<0.0001).

-124 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA
Nohora Milena Martinez Loépez

Capitulo 4. Resultados

Nitrito [uM]

Hitt

Grafica 17. Niveles de nitrito en medio de cultivo de células no tratadas [C], células
tratadas solamente con citoquinas [CK], Células tratadas solamente con EPA durante
4 horas [EPA 60uM], y tratamiento combinado de EPA y citoquinas [EPA 60uM +
CK] en cultivo de glia. Cada punto es la media #+ SEM de tres experimentos
independientes. (***, p <0,0001 con respecto al control del vehiculo y

###, p <0,0001 para las células pretratadas solo con CK con respecto a la células

tratadas con EPA60uM +CK).
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Grafica 18. Tratamiento de cultivos de células gliales tratadas con EPA60uM y
citoquinas no induce muerte celular. No hay diferencias significativas respecto al

control. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos independientes.
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CONTROL CITOQUINA
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Figura 20. Imagen del cultivo glial caracterizado Hoechst (azul), que se utiliza para

marcar los nucleos celulares.
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Grafica 19. Transferencia de Western blot contra iNOS para los diferentes
tratamientos. Todos los Western blot se normalizaron con actina. Cada punto es la
media + SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001; *, p<0,05 con
respecto al control del vehiculo y ##, p <0,0001 para las células pretratadas con

EPA60uM con respecto a la células tratadas solamente con citoquinas).
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Grafica 20. Western blots contra (A) p38 total (Thr180/Tyr182) y (B) P- p38
después del tratamiento con citoquina y EPA. Los resultados muestran una
reduccion significativa en el contenido de la forma fosfo-P38 activa como resultado
de la preincubacién con EPA. Todos los Western blot se normalizaron con actina.
Cada punto es la media + SEM de tres experimentos independientes. (***, p <0,0001
con respecto al control del vehiculo y ###, p<0,0001 para las células pretratadas con

EPA60uM con respecto a la células tratadas solamente con CK.
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4. Efecto del acido palmitico (AP) sobre las células de glia.

Tratamiento con AP a bajas concentraciones no induce apoptosis en células de

glia

Para determinar los posibles efectos citotoxicos del AP se trataron los cultivos
primarios de células de glia con AP a diferentes concentraciones micromolares
(30uM, 60 uM, 90 puM, 120 pM, 150 puM, 200 uM, 400 pM, 600 pM y 800 uM). La
determinacién de la viabilidad celular se realiz6 mediante el ensayo de MTT.
Después de 24 horas de incubacion se observa que la reduccién de MTT para las
concentraciones mas bajas de AP no presenté diferencias significativas respecto al
control. Sin embargo, las concentraciones de 600uM y 800pM mostraron una
toxicidad significativa que aumentaba con la dosis, lo cual parece indicar que el AP a

elevadas concentraciones puede producir muerte en las células de glia (Grafica 21).

Tratamiento con AP a altas concentraciones aumenta la produccion de ON

mediada por citoquinas en células de glia.

Para determinar si las células gliales tratadas con AP aumentaban la producciéon de
ON y a qué dosis, se trataron los cultivos primarios de células de glia con AP a
diferentes concentraciones micromolares (30uM, 60 pM, 90 uM, 120 uM, 150 pM,
200 puM, 400 uM, 600 pM y 800 puM). La determinacion de la producciéon de 6xido
nitrico se llevé a cabo utilizando el reactivo de Griess. Las dosis mas altas de AP (400
uM, 600 uM y 800 M) mostraron una diferencia significativa de produccion de 6xido
nitrico respecto al control. Esta produccion de ON aumenta al incrementar la dosis

de AP a partir de 400 pM (Grafica 22).
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Tratamiento con AP a bajas concentraciones no tiene efecto sobre la

produccion de ON mediada por citoquinas en células de glia.

Cuando las células gliales fueron pre-tratadas con AP a 60uM 4 horas antes del
tratamiento con citoquinas, la producciéon de ON no fue inhibido por el acido
palmitico y la cantidad de produccién de ON entre las citoquinas y el tratamiento
combinado entre acido palmitico mas citoquinas no presentaron diferencias
significativas. Sin embargo, la produccién de ON en las células tratadas con citoquina
y el tratamiento combinado entre acido palmitico y citoquina aumentaron
significativamente la produccién de ON con respecto al control (Grafica 23). La

produccidn del 6xido nitrico fue determinado mediante la prueba de Griess.

Para determinar los posibles efectos citotéxicos de la combinacién del tratamiento
de AP con citoquinas, se realizé la determinacion de la viabilidad celular mediante el
ensayo MTT para determinar si hubo muerte en las células de glia (Grafica 24). Se
observa que la reduccion de MTT para el pre-tratamiento con AP a 60uM solo, el
tratamiento con las tres citoquinas y la combinacién de AP60uM mas citoquinas, no

mostraron diferencias significativas respecto al control.

Para determinar si la produccién de ON en el cultivo de glia tratado con AP podria
estar relacionado con los niveles de proteina iNOS, se realizaron western blot contra
iNOS y se observé que los niveles de la proteina estaban significativamente
aumentados en las células tratadas solo con citoquinas y en las que tuvieron un pre-
tratamiento con AP antes de la exposicion a citoquinas (Grafica 25). Los datos
actuales muestran que el AP no inhibe la activacion inflamatoria de las células gliales
con respecto a la induccion de iNOS y la produccion de ON cuando se combina con

citoquinas proinflamatorias.
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Tratamiento con AP activa la via de sefalizacion de p38 en las células de glia

Para determinar si la inducciéon de iNOSy la producciéon de ON observada en los
tratamientos realizados con AP podrian estar relacionada con la via p38 MAPK, se
examino el efecto del AP sobre la fosforilacion y actividad inducida por citoquinas
sobre p38 MAPK. Se realiz6 el pretratamiento de las células de glia con AP a 60uM 4
horas antes de la incubacién con citoquinas. De acuerdo con lo observado en las
transferencias de western blot se evidencia un aumento significativo del contenido
de la forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180 / Tyr182) como resultado de la
exposicion a citoquinas, sin que sea atenuada o revertida mediante el pretratamiento
de células gliales con AP (Grafica 26). Estos resultados muestran que quizas AP no
inhibe la activacion dela via p38 MAPK en presencia de citoquinas, asi como tampoco
muestra un efecto activador de la via cuando se exponen las células al AP (60uM) de

acuerdo a las condiciones experimentales de este estudio.
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Grafica 21. Tratamiento de cultivos de células gliales con diferentes
concentraciones de AP no induce muerte celular a bajas concentraciones, sin
embargo a altas concentraciones es citotoxico (* P<0.05). Cada punto es la media +

SEM de tres experimentos independientes.
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Grafica 22. Produccién de Oxido Nitrico en cultivo de glia tratada con diferentes
concentraciones de AP. Cada punto es la media + SEM de tres experimentos

independientes (**, P<0.01; ***, P<0.0001).
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Grafica 23. Niveles de nitrito en medio de cultivo de células no tratadas [C], células
tratadas solamente con citoquinas [CK], Células tratadas solamente con AP durante
4 horas [AP 60uM], y tratamiento combinado de AP y citoquinas [AP 60uM + CK] en
cultivo de glia. Cada punto es la media * SEM de tres experimentos
independientes. (***, p <0,0001 con respecto al control del vehiculo). No hay
diferencias significativas entre las células pretratadas solo con CK con respecto a la

células tratadas con AP60uM +CK.
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Grafica 24. Tratamiento de cultivos de células gliales tratadas con AP y citoquinas
no induce muerte celular. No hay diferencias significativas respecto al control

(P>0,05). Cada punto es la media + SEM de tres experimentos independientes.
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Grafica 25. Transferencia de Western blot contra iNOS para los diferentes
tratamientos. Cada punto es la media * SEM de tres experimentos

independientes. (*, p <0,05; con respecto al control del vehiculo).
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Grafica 26. Western blots contra (A) p38 total (Thr180/Tyr182) y (B) P- p38
después del tratamiento con citoquina y AP. Los resultados no muestran ninguna
reduccion en el contenido de la forma activa de P-P38 como resultado de la
preincubacién con AP. Todos los Western blot se normalizaron con actina. Cada

punto es la media + SEM de tres experimentos independientes. (**, p <0,005 con

respecto al control del vehiculo).
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Efecto de las citoquinas pro-inflamatorias en la produccion de 6xido nitrico en

cultivos de glia.

El cerebro es un érgano importante que controla las funciones de todos los otros
organos en el cuerpo humano a través de la conectividad neuronal y la transmision
de la senal neuronal. Sin embargo, el sistema nervioso central es la estructura mas
compleja y sigue siendo muy poco conocida. En las enfermedades
neuroinflamatorias los circuitos neuronales en el sistema nervioso central y sus
funciones se ven afectados (Busche and Konnerth, 2016). Para el funcionamiento
normal del cerebro, éste depende de las estrechas interacciones que se establecen
entre las neuronas y las células gliales tanto durante el desarrollo, como en el cerebro
adulto. La interaccion entre estas dos poblaciones celulares es esencial en la
respuesta del sistema nervioso central en condiciones patolégicas (Polazzi and

Contestabile, 2002)(Chen and Swanson, 2003).

La glia es capaz de responder al dafio neuronal con cambios morfolégicos y
funcionales constituyendo lo que se denomina activacidn glial o glia reactiva. Se ha
sugerido que la activaciéon glial contribuye a la disfunciéon neuronal y a la
consecuente muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas (Eddleston and
Mucke, 1993)(Kreutzberg, 1996)(Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999)(B. Liu and
Hong, 2003). Se desconoce la naturaleza de las sefiales que inducen la activacion glial
en respuesta al dafio neuronal y es cuestionado el papel nocivo o beneficioso de la
glia reactiva para las neuronas. Se sabe que la glia reactiva es capaz de producir
factores de crecimiento, citoquinas, ON y neuropéptidos que pueden tener efectos
tanto sobre las neuronas como sobre las propias células gliales y que pueden estar
relacionados con procesos de neuroproteccion o de neurodegeneraciéon (G Raivich

etal.,, 1999) (Streit et al., 1999).
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Se ha propuesto que en presencia de dafio neuronal tanto el contacto directo entre
las neuronas y las células gliales, como los factores solubles que secretan las
neuronas dafiadas, juegan un papel relevante en la respuesta frente a un estimulo
(Neumann, 2001). La activacion de las células gliales después de una lesién neuronal
principalmente refleja un mecanismo de respuesta cuyo objetivo primordial es la
neuroproteccidn. Sin embargo, cuando se pierde la comunicacion especifica entre las
neuronas dafadas y las células gliales se genera una activacion excesiva que conlleva
aun estado de inflamacién persistente, y como consecuencia, induce y/o exacerba la
neurodegeneracion (Streit, 1996)(Bruce-Keller, 1999)(Streit et al., 1999)(Streit,
2002)(Hanisch, 2002b).

Debido a lo complejo que puede llegar a ser el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en la activacion glial in vivo, se han desarrollado distintos
modelos experimentales de activacion glial in vitro. Es posible utilizar diferentes
tipos de cultivos para estudiar las funciones de las células gliales. Sin embargo, para
este estudio se utiliz6 el cultivo mixto de glia el cual fue sometido a un tratamiento
con citoquinas pro-inflamatorias para inducir la activaciéon glial. Se buscé una
concentracion de citoquinas que fuera capaz de producir cambios reactivos en las
células gliales, para lo cual se utilizaron como activadores de la glia las citoquinas
TNFaq, IL-1f e IFN-vy, con el fin de inducir una respuesta inflamatoria celular y valorar
el efecto de la misma sobre el cultivo de glia, asi como estudiar las vias de

sefalizacion que activan estas citoquinas proinflamatorias.

Se sabe que la inflamacion es un mecanismo de proteccion en el cuerpo que funciona
para la reparacion, regeneracion y extraccion de tejidos y células dafiadas o agentes
infecciosos, parasitos o toxinas del cuerpo (Kulkarni et al.,, 2016). Del mismo modo,
la neuroinflamacion es un mecanismo de proteccion para restaurar las células gliales
dafiadas y células neuronales en el sistema nervioso central. Estd mediada por la
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microglia, astrocitos, neuronas, células T, neutroéfilos, mastocitos, y mediadores
inflamatorios liberados a partir de estas células(Shabab et al.,, 2017) . A diferencia de
otras células, una vez que las neuronas son dafiadas o degeneradas, son incapaces de
ser reparadas o regeneradas en el sistema nervioso central (Ransohoff, 2016b).

La neuroinflamacién es inicialmente una respuesta protectora en el cerebro, pero el
exceso de respuestas inflamatorias son perjudiciales e inhiben la regeneracion
neuronal (Russo and McGavern, 2016). De hecho, la neuroinflamacién crénica juega
un papel importante en la aparicion y progresion de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinsony

la Esclerosis Multiple , entre otras (Chen et al., 2016b).

Cuando hay una reaccion inflamatoria las células gliales se activan (principalmente
microglia y astrocitos) llegando a producir factores neurotéxicos que contribuyen a
la lesion neuronal. Dentro de esos factores se encuentran las citoquinas pro-
inflamatorias, el 6xido nitrico, las especies reactivas de oxigeno y el aumento de
glutamato. En ese proceso de activacion glial, los niveles excesivos de 6xido nitrico
se generan a través del aumento de la expresidn de la 6xido nitrico sintasa inducible

(iNOS), principalmente como resultado de la actividad de la microglia.

Los altos niveles en la expresion de iNOS en glia produce un aumento del 6xido
nitrico (ON) lo que inhibe la respiracién neuronal, dando como resultados una
despolarizaciéon neuronal y liberacion de glutamato, seguida de excitotoxicidad y
liberacién de glutamato a partir de los astrocitos mediante la liberacion vesicular
dependiente de calcio. La hipoxia sinergiza fuertemente con la expresion de iNOS
para inducir la muerte neuronal porque el ON inhibe la citocromo oxidasa en
competencia con oxigeno (Brown, 2007). La elevada cantidad de produccién de ON
es perjudicial para las neuronas, ya que es un radical libre que inducen

modificaciones de la proteina por medio de nitrosilacién y nitracion (G. C. Brown,
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2010a). Los altos niveles de ON ejercen sus efectos téxicos a través de multiples
mecanismos, incluyendo la peroxidacion lipidica, dafio mitocondrial, la nitracién de
proteinas y la oxidacion, el agotamiento de las reservas de antioxidantes, la
activacion o inhibicidn de diversas rutas de sefalizacion, y el dafio del ADN. Por lo
anterior, la activacion de la iNOS en las células gliales constituye un evento critico en
los trastornos neurodegenerativos mediados por la inflamaciéon (SAHA and PAHAN,
2006a).

En este estudio los cultivos primarios de glia fueron tratados con citoquinas pro
inflamatorias (TNFa, 20ng/ ml; IL1B3, 20ng/ml; IFNy20ng/ml) porque como se ha
dicho anteriormente, un mediador citotéxico son las citoquinas proinflamatorias,
principalmente factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa), Interleucina 1-beta (IL-1p3),
e interferén-gamma (IFN-y), que son responsables de la induccién de iNOS en las
células gliales y exageran el aumento de la produccion de ON, que es probablemente
uno de los principales mediadores de la pérdida de células neuronales (Chen et al.,
2009)(Saha and Pahan, 2006).

Al medir la produccién de ON mediada por las citoquinas proinflamatorias, se
demostré que (aunque todas las citoquinas aumentan la producciéon de ON) es mayor
el efecto en la producciéon de ON cuando se utilizan tratamientos combinados de
estas tres citoquinas proinflamatorias y que dicho efecto aumenta a medida que
aumenta el tiempo de exposicion a las citoquinas. Con la tincion de GAP e Iba-1, se
evidencié que estas tres citoquinas son capaces de activar tanto los astrocitos como
la microglia, lo que explicaria el aumento en la produccion de ON. La liberacién de
nitrito después de la activacion glial por las citoquinas pro-inflamatorias puede ser
un potencial evento patoldgico responsable de la degeneracion neuronal en
neuronas vecinas (Brown, 2007)(Brown and Neher, 2010a)(Sastre et al,

2006a)(Verkhratsky, 2010).
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En este estudio se investigaron las vias de moleculares implicadas en la generacién
de ON por las citoquinas pro-inflamatorias en las células gliales, encontrando que las
citoquinas desencadenan la activacion de varias vias tales como la JNKy p38 quinasa,
que son conocidos por estar intimamente involucrados en el proceso inflamatorio y
la apoptosis, ademas de contribuir a la activacidon glial (Naruishi et al., 2003) (Pawate
and Bhat, 2006). Ademas, se encontrdé un aumento significativo en la fosforilacion de
STAT1 y STAT3. Igualmente los niveles de IkBa disminuyeron, lo que indica la
activacion de NFkB. Es importante tener en cuenta que las proteinas de la familia
NFKB son factores de transcripcidon que regulan la expresion de genes involucrados
en diferentes procesos inmunitarios e inflamatorios, asi como procesos
relacionados con el crecimiento, desarrollo y regulaciéon de la muerte neuronal. La
activacion de NFkB es el resultado de la fosforilacion de IkB por el complejo IKK. Los
inductores de la actividad de NFKB pueden ser especies reactivas de oxigeno (ROS),
factores de necrosis tumoral, interleuquina 1-beta, lipopolisacarido bacterial, entre
otros. La activacion de genes por NFkB puede desencadenar respuestas

inflamatorias o inmunes, respuestas de supervivencia celular o proliferacion celular.

Efecto de la melatonina sobre las células de glia.

En diferentes estudios la melatonina ha demostrado ser eficaz en la proteccion
contra casi todos los modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas
y el deterioro cognitivo(Feng and Zhang, 2004)(Borah and Mohanakumar,
2009)(Bondy et al., 2010)(Ionov et al., 2011)(Borah and Mohanakumar, 2009). Los
posibles efectos neuroprotectores de la melatonina pueden residir en sus funciones
fisiologicas que incluyen propiedades antioxidantes, interacciones con las rutas de
sefializacion intracelulares, regulacién de la supervivencia celular o genes de

apoptosis, y funcién mitocondrial (Carpentieri et al,, 2012)(Jeong et al.,, 2012). En
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este estudio de evalué el potencial anti-inflamatorio de la melatonina en cultivos de
células gliales tratados con tres citoquinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-1f3 e IFN-y)
demostrando que la melatonina contrarresta la expresion de iNOS y la produccion
de ON inducida por las citoquinas pro-inflamatorias. Este efecto inmunomodulador
de la melatonina sobre la activacion de células gliales podria explicar en parte su
papel central en la accién neuroprotectora cerebral. El estudio de los efectos de la
melatonina en las células gliales es particularmente importante, teniendo en cuenta
la coexistencia de las neuronas y la glia en el cerebro. Las interacciones de los
diferentes tipos de células en condiciones perjudiciales tienen un papel importante,
ya que pueden favorecer el proceso de muerte celular o neuroproteccién.

Varios estudios han descrito previamente que la melatonina puede regular la
induccion de iNOS en diversos modelos tales como en la linea celular C6 astrocitoma
después del tratamiento con la neurotoxina MPTP parkinsoniana, en los tejidos
renales, y en el higado de SAMPS8(I.-C. Lee et al., 2012)(Niranjan et al.,, 2010). La
melatonina también ha sido utilizada para disefiar y sintetizar nuevas familias de
compuestos que actian como inhibidores de la iNOS y como potenciales fArmacos
neuroprotectores (Camacho et al,, 2012).

Teniendo en cuenta que las citoquinas pro-inflamatorias activan las vias
relacionadas con la JNK y p38 quinasa y aumentan los niveles de [kBa, lo que indica
la activacién de NFkB, en el presente estudio, se demostré que la melatonina sélo fue
capaz de inhibir la MAPK p38 especificamente, sin afectar a las otras vias. La familia
p38 MAPK se compone de proteinas quinasas de serina/treonina dirigida por prolina
altamente conservadas que se activan en respuesta a las sefiales inflamatorias.
Es importante tener en cuenta que se esta prestando cada vez mas atencion al papel
potencial de la p38 MAPK en la apoptosis neuronal. Se ha demostrado en varios
estudios recientes que el aumento de la actividad de p38 MAPK desempefia un papel
crucial en la muerte neuronal en respuesta al estimulos de estrés (Li et al., 2015)(W.

Wang et al., 2015)(Takeda and Ichijo, 2002)
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Estudios anteriores han demostrado que las MAPKs estan implicadas en la induccién
de iNOS mediada por citoquinas en astrocitos, oligodendrocitos y células
microgliales. También se encontr6 que la p38 MAPK juega un papel importante en la
expresion génica de NOS2 en respuesta a citoquinas y algunos estimulos, tales como
Taxol (Bhat et al., 2002a)(Bhat et al., 1999a). Tanto la p38 MAPK y la ruta de la JNK
podrian funcionar en paralelo en el proceso de activacion glial. Por lo tanto, en el
presente estudio, los datos indican que, en las células gliales, multiples mecanismos
pueden contribuir a la expresion de iNOS, incluyendo la activaciéon de MAPKs y
NFkf; sin embargo, la melatonina sélo inhibe especificamente p38.

Este estudio muestra que las citoquinas pro-inflamatorias activan las células gliales
incrementando la produccion de ON a través de una activacion sostenida de las vias
MAPK. Sin embargo, tras el tratamiento con citoquinas pro-inflamatorias, la
melatonina s6lo impide significativamente la activacion de MAPK p38 lo suficiente
como para reducir la expresion de iNOS y la posterior liberacién de nitrito. Los
resultados del estudio sugieren que, ademas de las bien conocidas propiedades como
eliminadora de radicales libres, la melatonina posee efectos neuroprotectores que
también pueden ser mediados por la inhibicién en la liberacién de nitrito por células
gliales a través de la inhibicion de la expresion de iNOS. Por esa razdn, se propone
que esta hormona puede ser una estrategia terapéutica prometedora en los

trastornos asociados a la neuroinflamacion.

Efecto de la leptina sobre las células de glia.

La leptina es una adipoquina que se sintetiza principalmente en el tejido adiposo. La
leptina circulante atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) en el cerebro, donde
ejerce funciones clave en la regulacion fisioldgica de la ingesta de alimentos, la
homeostasis de la glucosa y el gasto energético. Estudios anteriores han informado

que la leptina también tiene efectos neuroprotectores en la enfermedad de
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Alzheimer a través de la inhibicién de BACE1 y GSK3f y afecta los procesos de
memoria (Arnoldussen et al, 2014). La leptina también estd implicada en la
inflamacion sistémica que se asocia con la obesidad (Borges et al,
2015b)(Fernandez-Riejos et al.,, 2010)(Otero et al,, 2006). Se ha descrito que la
leptina desempefia un papel en la activacién del sistema inmunolégico y es
mediadora de la inflamacién. Existe una evidencia creciente de que la leptina esta
implicada en la patogénesis de enfermedades inflamatorias autoinmunes. En este
contexto, la leptina puede ser uno de los mediadores responsables de la inflamacién
sistémica que puede estar presente en patologias créonicas asociadas al sindrome
metabodlico como la aterosclerosis, asociada a la obesidad, especialmente obesidad
central.

Los resultados de la presente investigacion muestran una actividad anti-inflamatoria
significativa de la leptina contra tratamientos realizados con citoquinas TNFa, IL1[3
y IFNy, en cultivos de células gliales de crias de ratén C57BL/6]. En el estudio se
describe una reduccion significativa en la produccién de ON, a partir de nitrito
medido liberado en el medio de cultivo, usando el reactivo de Griess, y relacionado
con la exposicién a leptina. Algunos informes evidencian una relacién controversial
entre la leptina y el estrés oxidativo, pero sugieren una posible interaccidon de
especies reactivas de oxigeno y leptina en la regulacién de metabolismo de la energia
en la obesidad. Existe una creciente evidencia de que el estado inflamatorio cronico
de bajo grado, asociado con la obesidad, podria desempenar un papel clave en la
interrupcién de sefalizacién de la leptina (Sainz et al., 2015)(Sainz et al., 2015). Los
resultados de este estudio sugieren que el efecto inmunomodulador de la leptina en
laactivacion de células gliales través de la inhibicién de iNOS podria explicar en parte
su papel central en la accién neuroprotectora cerebral. ON producido por iNOS
parece ser un mediador clave de la activacion glial que induce la muerte neuronal
(Bhat et al., 2002b)(Sastre et al., 2006b)(Ji and Suter, 2007). Este estudio ha

demostrado que la leptina inhibe la sobreexpresion de iNOS y la produccién de NO
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inducida por citoquinas pro-inflamatorias. La inhibiciéon observada es proporcional
a la concentracion leptina y puede estar relacionado con el efecto de la leptina en la
via de p38 MAPK. Los efectos inhibidores de la leptina sobre la actividad de iNOS
podrian ser importantes para prevenir el dafio oxidativo en la mitocondria y la
activacién concomitante de la apoptosis, dando apoyo al potencial antioxidante de
este compuesto y a su aplicacion potencial en el tratamiento de trastornos
neurologicos.

Varios estudios preclinicos sugieren que la leptina tiene acciones neuroprotectoras
mediante la inhibicion de la muerte celular por apoptosis, la prevencion de la
citotoxicidad glutamatérgica y la proteccion contra el estrés oxidativo (Otero et al,,
2006).

En general, los datos sugieren que la leptina actia como un factor anti-inflamatorio
y anti-apoptoético en las células gliales expuestas a citoquinas pro-inflamatorias,
ejerciendo su funcion a diferentes niveles: actda sobre la via de p38 MAPK y la

reduccién de su actividad y la produccion de ON.

Efecto de los acidos grasos en células de glia.

- Efecto de los actidos grasos en la viabilidad celular y produccion de éxido

nitrico en células de glia.

El cerebro es un 6rgano muy sensible a los mediadores inflamatorios. Hay datos que
indican que las citoquinas especificamente pueden tener efectos adversos
clinicamente significativos en la cognicion y la homeostasis neuronal(Wilson et al.,
2002)(Akiyama et al., 2000.) Citoquinas como TNF, IL-1p y IL-6 pueden interrumpir
rutas implicadas en la cognicion y la memoria(Bellinger et al.,, 1995)(Jankowsky and
Patterson, 1999). Los acidos grasos saturados de cadena larga pueden activar

respuestas inmunes inflamatorias e innatas en el cuerpo (Averill and Bornfeldt,
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2009)(Kennedy et al., 2008), se ha demostrado que el acido palmitico desencadena
la inflamacién en macréfagos cultivados (Laine et al.,, 2007b) y puede modular el
procesamiento de amiloide en las neuronas y astrocitos (Patil and Chan,

2005b) (Patil et al., 2006b).

Algunos estudios muestran que la exposicion a &cido palmitico aumenta la expresion
de citoquinas proinflamatorias y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), 6xido nitrico
y especies reactivas de oxigeno en células microgliales (Cayla M Duffy et al., 2015b)
y puede desencadenar la produccion de mediadores pro-inflamatorios que

contribuyen a la muerte neuronal(Wang et al,, 2012b) (Cayla M Duffy et al., 2017).

Por otra parte, la evidencia acumulada indica que el acido eicosapentaenoico y el
acido docosahexaenoico (EPA / DHA), que son acidos grasos poliinsaturados omega
3 (n3), tienen una variedad de actividades biolédgicas tales como antioxidante y anti-
inflamatoria lo que les confiere efectos protectores en diferentes tipos de células. Las
actividades antiinflamatorias y antiapoptoéticas del DHA y EPA han sido demostradas
en resultados de diferentes modelos experimentales (Bousquet etal.,, 2011)(Vines et

al., 2012)(Molinar-Toribio et al., 2015).

Las propiedades anti-inflamatorias del DHA y EPA son ejercidas a través de diversos
mecanismos dentro de los que se incluyen las alteraciones en la fluidez de la
membrana, la sintesis de eicosanoides y el receptor de persoxisoma proliferador
activado (PPAR). Si estos cambios ocurren en las células inflamatorias, esto
finalmente resultara en la reduccion de la sintesis o detrimento de mediadores
inflamatorios tales como el 6xido nitrico (ON), factor de necrosis tumoral alfa, «
(TNF-a), interleuquina (IL)-1p, IL-6, prostaglandina-E 2 (PGE 2 ) y leukotriene-B4
(LTB 4 ) (CALDER, 2004)
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DHA y EPA son precursores de protectinas y resolvinas que tienen efectos
antiinflamatorios (Mori et al., 2017) y estos acidos grasos son capaces de suprimir la
induccion de iNOS y la producciéon de ON (Araki et al, 2011)(Kondreddy and
Kamatham, 2016) .

En este estudio se ha demostrado que el AP, el DHA y el EPA tienen diferentes efectos
sobre la viabilidad celular, y la modulacién de la produccién de éxido nitrico. Los
resultados muestran que bajas concentraciones de los tres acidos grasos no generan
muerte de las células gliales. Sin embargo, concentraciones mayores de 600uM
disminuyen la conversion de MTT a formazan tanto en AP como en DHA, lo que
sugiere que estas dosis de los dos acidos grasos inducen algin grado de disfuncién
mitocondrial o citotoxicidad, aspecto que se encuentra en consonancia con los
resultados encontrados por el estudio realizado por Veszelka et al 2013, en donde
dosis de DHA a 300puM di6é como resultado una disminucién significativa en la

conversion de MTT células de glia(Veszelka et al., 2013b).

EPA tuvo un comportamiento diferente ya que los resultados muestran que a
concentraciones mayores a 400 uM la conversion de MTT a formazan aumento
significativamente y que este aumento fue proporcional al aumento de la dosis de
EPA, lo cual plantea la pregunta sobre si es posible que (bajo las condiciones
experimentales aplicadas en este estudio) el EPA a elevadas concentraciones
promoviera la proliferacion celular en cultivos de glia y de ser posible este fendmeno,
en cudl de las células gliales se estaria produciendo este cambio?. Lo anterior
teniendo en cuenta que nuevas evidencias sugieren una compleja interaccion entre
los acidos grasos omega-3y el sistema inmune en relacién con la auto-reparacion del
cerebro. Sin embargo, aiin no se sabe si todos los acidos grasos provocan efectos
sobre la neurogénesis y tampoco se sabe a través de qué interacciones estad mediado

este efecto.
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Se ha reportado un estudio que ha encontrado que EPA, pero no DHA es capaz de
aumentar significativamente la proliferacion de células madre neurales, al parecer a
través del sistema endocanabinoide (Dyall et al., 2016). Por otra parte, se sabe que
las células NG2 son un tipo de célula neurona glial que representa la mayoria de las
células en proliferacion en el sistema nervioso central. Se sabe muy poco sobre el
papel de las NG2 en condiciones patoldgicas, sin embargo, los estudios en roedores
han demostrado cambios robustos en la poblaciéon de células NG2 en areas del
cerebro que fueron sometidas a una lesion focal. Después de la lesion las células NG2
se activan, un estado caracterizado por morfologia alterada, la proliferacién
mejorada y aumento de la expresion de su superficie caracteristica célula NG2
(Wennstrom et al., 2014), (Hampton et al., 2004)(Ong and Levine, 1999).

Los resultados con EPA podrian sugerir quizas que las altas concentraciones de EPA
pueden generar una situacién que promueve la proliferaciéon regulada por este tipo
de célula o quizas por otro mecanismo atn desconocido. Se requiere estudiar mas a

fondo el efecto del EPA sobre cada tipo de célula de glia en concreto.

Por otra parte, no hay una diferencia importante en comportamiento en la
produccién de 6xido nitrico a bajas concentraciones, en las células sometidas a
tratamientos con los tres acidos grasos a diferentes concentraciones. En primer lugar
se observa que a bajas concentraciones los tres acidos grasos no aumentan la
produccién de ON. Sin embargo, altas concentraciones de AP, DHA y EPA aumenta la
produccién de ON de manera significativa a partir de 400 pM para AP, y a partir de
600 uM para DHA y EPA.

Como se dijo anteriormente, es importante tener en cuenta que el ON es un mediador
clave en la activacidén glial y la muerte neuronal inducida. Es importante tener en
cuenta que los altos niveles de ON ejerce efectos neurotéxicos a través de diferentes

mecanismos que incluyen el dafio mitocondrial, nitracién y oxidacién de proteinas,
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agotamiento de reservas antioxidantes y dafio a ADN(Khandelwal et al,

2011)(Brown and Neher, 2010b)(G. C. Brown, 2010b)(SAHA and PAHAN, 2006b)

Diversos estudios atribuyen efectos anti-inflamatorios a EPA y DHA a bajas
concentraciones (Zajdel etal.,2013)(Di Biase et al., 2014) (Chang et al.,, 2015) (Zhang
et al., 2015b)(L. Wang et al.,, 2015b), sin embargo, se dispone de poca informacién
sobre los efectos de estos dos acidos grasos a concentraciones mayores a 200uM en

células de glia.

Por otra parte, en este estudio las células de glia fueron tratadas con AP, DHA y EPA
a 60pM (cada uno), realizando tratamientos de las células con solo el acido graso
(segun correspondiera) o el acido graso en combinacion con las citoquinas pro-
inflamatorias (TNFa, IL1§, IFNy,) para determinar si tenian algin efecto sobre la
viabilidad celular, el aumento o disminucién de iNOS y ON. El resultado demostré
que el DHA y el EPA tienen un efecto inmunomodulador en el cultivo de células de
glia. Estos dos acidos grasos contrarrestaron el aumento de los niveles de proteina
iNOS y la produccién de 6xido nitrico. Los rangos de dosis frente a los cuales DHA y
EPA tienen efectos positivos en la modulacion de la inflamacién se encuentran en
consonancia con los efectos beneficiosos relacionados a las dosis utilizadas en
diferentes estudios realizados en otros tipos de células y cuyos rangos de dosis
utilizados son similares a los que se encontraron como “fisiolégicos” en el presente
trabajo (L. Wang et al,, 2015b)(Chang et al., 2015)(Zhang et al., 2015b)(Veszelka et
al,, 2013b). Adicionalmente, este tratamiento de DHA y EPA a 60uM no tuvo efectos

negativos en la viabilidad celular.

Por otra parte, se demostro6 que el AP tiene un efecto contrario al DHA y el EPA, dado
que los resultados no mostraron un efecto inhibitorio en la activacién inflamatoria

de las células gliales expuestas a las citoquinas proinflamatorias, pues no hubo
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aumento significativo de la produccién de iNOS y ON, asi como AP tampoco produjo
un efecto inhibidor. No se evidenci6 que el AP a 60uM generara un efecto citotoxico
en el tratamiento de células de glia (ni solo, ni en combinacién con las citoquinas)
quizas debido a que esta dosis sigue siendo baja. Lo anterior, teniendo en cuenta que
otros estudios que han reportado efectos citotdxicos en glia por acido palmitico, lo
han hecho bajo condiciones experimentales cuya dosis es mayor de 100uM (Wang et

al,, 2012c) (Gupta et al., 2012b).

Estudios previos han descrito que la regulaciéon de la iNOS estd implicada en la
degeneracion neuronal asociada con enfermedades neurodegenerativas(Brown, G,
Neher, 2010)(Sastre et al, 2006)(Ionov et al, 2011)(Graeber et al, 2011), por lo tanto,
este efecto inmunomodulador de los acidos grasos DHA y EPA sobre la activacion de
células gliales podria explicar, en parte, su papel en la accién neuroprotectora
cerebral. El estudio de los efectos de los acidos grasos DHA y EPA en las células
gliales es particularmente importante, teniendo en cuenta la coexistencia de las
neuronas y la glia en el cerebro. Las interacciones de los diferentes tipos de células
en condiciones perjudiciales tienen un papel importante, ya que pueden favorecer el
proceso de muerte celular o neuroproteccion. Algunos estudios han mostrado que
moléculas neurotoxicas como [-amiloide, pueden inducir iNOS en las células
gliales(Brown, 2007)(G. Brown, 2010)(Feng et al, 2004). En la esclerosis lateral
amiotroéfica, por ejemplo, se evidencié la inmunorreactividad de iNOS en astrocitos
activados (Barbeito LH, Pehar M, Cassina P, Vargas MR, Peluffo H and Estevez AG,
2004). Todos estos experimentos demuestran la implicacion de iNOS en los
trastornos neuroldgicos y de ahi la importancia de entender las vias moleculares

relacionadas con esta.

Los efectos inhibidores de los acidos grasos poliinsaturados (DHA y EPA) sobre la

sobreexpresion de iNOS podrian ser importantes para prevenir el dafio oxidativo en
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las mitocondrias y la activacion de la apoptosis. Varios informes han descrito que el
DHA y el EPA pueden regular la produccion de ON y la expresién de iNOS (Moon et
al, 2007)(Antonietta Ajmone-Cat et al., 2012)(Marion-Letellier et al.,, 2015). Sin
embargo, el mecanismo implicado en la inhibicién de iNOS inducido por DHA y EPA
en las células gliales mediados por citoquinas pro-inflamatorias no se entiende

claramente.

- Efecto de los acidos grasos en la activacion de la via p38 MAPK.

La p38 MAPK es activada por una variedad de estimulos celulares incluyendo choque
osmotico, citoquinas proinflamatorias, lipopolisacarido, luz ultravioleta, y factores
de crecimiento. En el presente estudio, se describio el efecto de los acidos grasos en
la activacion de la via p38 MAPK en células de glia activadas por citoquinas pro-
inflamatorias y se demostro6 que el efecto de los acidos grasos es diferente entre el
acido graso saturado (AP) y los acidos grasos poliinsaturados (DHA y EPA). Los
resultados de este estudio muestran un aumento significativo del contenido de la
forma activa de p38 (fosfo-P38 Thr180/Tyr182) como resultado de la exposicién a

citoquinas, que puede ser revertida por los pre-tratamientos con DHA y EPA.

Diferente sucede con el AP, en donde el resultado muestra que el aumento
significativo de la forma activa de p38 como resultado de la exposicidn a citoquinas,
no fue revertido por este acido graso. Teniendo en cuenta que hay informes que
sugieren que el AP es activador de la via p38 MAPK (Gupta et al., 2012b), se esperaria
que al combinar AP con citoquinas aumentara la forma activa de p38 (fosfo-P38
Thr180/Tyr182). En esta situacion experimental no hubo un efecto positivo ni
negativo de la exposicion combinada de AP y citoquinas en las células de glia en lo

que se refiere a la activaciéon de la p38 MAPK, lo cual puede deberse a la baja dosis
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de AP utilizado. Es probable que quizas una alta dosis de AP combinada con las

citoquinas pro-inflamatorias genere una mayor fosforilaciéon de p38.

La familia p38 MAPK se compone de proteinas quinasas de serina/treonina dirigida
por prolina altamente conservadas que se activan en respuesta a las sefiales
inflamatorias(Kaminska et al., 2009). Estudios han demostrado que las MAPKs estan
implicadas en la induccién de iNOS mediada por citoquinas en astrocitos,
oligodendrocitos y células microgliales. También se encontr6 que la MAPK p38 juega
un papel importante en la expresion génica de iNOS en respuesta a citoquinas y
otros estimulos (Bhat et al., 2002c) (Bhat et al., 1999b). El presente estudio sugiere
que DHA y EPA son capaces de inhibir la via p38 MAPK y con ello contribuir a la

disminucion en la producciéon de NO.

Tanto la MAPK p38 y rutas de la JNK podrian funcionar en paralelo en el proceso de
activacion glial. Por lo tanto, los datos de este estudio indican que, en las células
gliales, multiples mecanismos pueden contribuir a la expresién de iNOS, incluyendo
la activacién de MAPK, NFKB, y las vias de JAK-STAT; sin embargo, en esta ocasion
solo se trabajo con la p38 MAPK, por lo cual seria interesante estudiar el efecto de
los acidos grasos en las otras vias que son activadas por las citoquinas pro-
inflamatorias, para determinar el efecto de cada acido graso sobre las mismas y
dilucidar los diferentes mecanismos por los cuales lo 4cidos grasos DHA y EPA son

agentes anti-inflamatorios a nivel de sistema nervioso central.

La activacion glial de 1a p38 MAPK se reconoce como una quinasa responsable de la
fosforilacion excesiva de tau en enfermedad de Alzheimer (Chang et al., 2010). Del
mismo modo la cascada de p38 MAPK esta implicada en la regulacién del proceso de
memoria (Dai et al., 2016). La sefializacién de la via de p38 MAPK también esta

relacionada con patologias que incluyen los transtornos neurodegenerativos como
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la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotréfica pues contribuye a la
neuroinflamacién mediada por las células gliales incluyendo microglia y astrocitos.
(Kim and Choi, 2015). Encontrar resultados sobre el efecto de esta via por parte de
los acidos grasos DHA y EPA podria considerarse como una estrategia terapéutica

prometedora en trastornos neuroinflamatorios asociados al cerebro.

-153 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Loépez



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Loépez

CAPITULO 6.
CONCLUSIONES



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Loépez



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Loépez

Capitulo 6. Conclusiones

Del trabajo experimental realizado se derivan las siguientes conclusiones:

1. La exposicion de células de glia a citoquinas proinflamatorias aumenta la
produccién de 6xido nitrico, la expresion de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y
la activacion de las vias JNK, p38, c-JUN, ERK %2 y JAK/STAT.

2. La melatonina y la leptina no afectan la viabilidad celular en células gliales.

3. Los 4acidos grasos: docosahexaenoico, eicosapentandico y palmitico a bajas
concentraciones no afectan al viabilidad celular en células gliales.

4. Altas concentraciones de acidos grasos docosahexaenoico y palmitico si afectan la
viabilidad celular.

5. La melatonina y la leptina disminuyen la produccién de 6xido nitrico y la
produccién de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en cultivos de glia sometidos
a tratamiento con citoquinas proinflamatorias.

6. Acido docosahexaenoico y acido eicosapentandico a bajas concentraciones
disminuyen la produccién de 6xido nitrico y la produccion de la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) en células de glia expuestas a citoquinas pro-inflamatorias.

7. El 4cido palmitico a bajas concentraciones no tiene ningun efecto sobre la
produccién de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), y tampoco tiene un efecto en
el aumento o disminucidén de la produccién de 6xido nitrico en células de glia.

8. Altas concentraciones de DHA y EPA aumentan la produccién de 6xido nitrico en
células de glia.

9. La melatonina, leptina, DHA y EPA inhiben la activaciéon de la via p38 MAPK
inducida por citoquinas pro-inflamatorias en un modelo in vitro de cultivo primario

de células de glia.
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10. El acido palmitico a bajas concentraciones no tiene ningin efecto sobre la
activacion de la via p38 MAPK inducida por citoquinas pro-inflamatorias en un
modelo in vitro de cultivo primario de células de glia.

Conclusion general: La exposicion de melatonina, leptina, DHA y EPA podria
considerarse como una estrategia terapéutica prometedora en trastornos

neuroinflamatorios asociados al cerebro.
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Background: In the present work, we studied the modulatory effect of Leptin (Lep) against pro-

inflammatory cytokines, tumour necrosis factor-alpha (TNFa), interleukin 1-beta (IL1$) and interferon-

gamma (IFNvy), in primary glial cell cultures.

Methods: Glial cultures were treated with pro-inflammatory cytokines (TNFe, 20 ng/ml; IL1f3, 20 ng/ml;

IFN<y 20 ng/ml). Cells were pre-treated with Lep 500nM, 1h prior to cytokine treatment. NO released

from glial cells was determined using the Griess reaction. Cell viability was determined by the MTT

method. Protein expression was determined by western blot.

Results: Pre-treatment with 500 nM Lep produced an inhibitory effect on inducible nitric oxide synthase

(iNOS) expression and nitric oxide (NO) production after glial cells exposure to pro-inflammatory

cytokines. Anti-inflammatory effect can be related to a decrease in P38 MAP Kinase (MAPK) pathway

activity. Treatment of glial cell cultures with Lep also reduced the intrinsic apoptotic pathway

(cytochrome c release and caspase-3 activation).

Conclusions: We suggest that Lep would act as an anti-inflammatory factor in glial cells exposed to pro-

inflammatory cytokines, exerting its function on p38 MAPK pathway and reducing NO production.

© 2016 Institute of Pharmacology, Polish Academy of Sciences. Published by Elsevier Sp. z o.0. All rights
reserved.

Introduction

processes are common in obesity and cancer. Moreover, glial cells
mainly astrocytes exert important functions in the brain, among

Preclinical and clinical studies have demonstrated a crucial role
of glial cells, mainly the microglia activation in the increased
synthesis of pro-inflammatory cytokines such as TNF-«, IL-1j3,
IFNy and IL-6 associated with brain damage [12]. Thereby a
neuroinflammatory process may enhance the risk of onset of
neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease and
Alzheimer's disease [3-6]. In addition, chronic inflammatory

them synthesis of neurotrophic factors, ion homeostasis, and
regulation of extracellular glutamate concentration [7-10]. Like-
wise, overactivation of both astrocytes and microglia favor
neurotoxic factors as nitric oxide (NO), reactive oxygen species,
and glutamate increase [11-15]. The excessive levels of NO are
harmful for neurons and induce protein alterations by means of
nitrosylation and nitration. This is probably one of the main

Abbreviations: AD, Alzheimer's disease; AMPK, AMP-activated protein kinase; ATF, ATP protein fusion; BBB, brain blood barrier; CNS, central nervous system; CYT,
cytokines; Cyt-c, cytochrome ¢; IFNv, interferon-gamma; IL1B, interleukin 1-beta: iNOS, inducible nitric oxide synthase; Lep, leptin; LepR (or ObRb), leptin receptors; MAPK,
MAP Kinase; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine; NO, nitric oxide; ObRb, leptin receptor; PPARs, peroxisome proliferator-activated receptors; STAT3,
signal transducers and activators of transcription; SOCS3, suppressor of cytokine signalling 3; TNFe, tumor necrosis factor-alpha.
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mediators of neuronal cell loss [12]. Accordingly, activation of iINOS
in glial cells constitutes a critical event in inflammatory-mediated
neurodegenerative disorders, mainly as a result of microglial
activity [11,12,14]. As we discussed above, pro-inflammatory
cytokines, will be the main brain responsible mediators for iNOS
activation in glial cells [16,19].

The adipokine Lep is synthesized mainly in the adipose tissue
and circulating Lep cross the Brain Blood Barrier (BBB) into the
brain, where it exerts key functions in the physiological regulation
of food intake, glucose homeostasis, and energy expenditure via
the hypothalamic circuits regulation [20-22]. However, functional
Lep receptors (LepR or ObRb) are located in the hippocampus and
cortical regions of the brain [23-25]. Thus, Lep receptors can be
related to hippocampal learning and memory, including activity-
dependent synaptic plasticity and the trafficking of glutamate
receptors to-, and away from- the hippocampal synapses [25,26].
Furthermore, impairments in Lep function could induce apoptosis
among hippocampai and it appears that Lep confers protection
against hippocampal neurodegeneration observed in AD disease
[17]. Previous studies reported that Lep has also neuroprotective
actions in AD through the inhibition of BACE1 and GSK3f and
affects memory processes [ 24]. In addition Lep is involved systemic
inflammation which is associated with obesity [21-23]. Besides, it
has been reported that chronic inflammation is known to cause Lep
resistance that is a status related to type-2 diabetes mellitus and
AD [20,21].

So far, it exist a lack of information concerning the evaluation of
Lep role in the control of inflammatory activity by glial cells. Thus,
the aim of the present work was to assess the anti-inflammatory
potential effects of Lep, in mixed glial cell cultures treated
simultaneously with three pro-inflammatory cytokines TNFq,
IL1B and IFNY.

Materials and methods
Animals and in vitro cell culture procedure

Three-day-old pups of C57BL/6 mice (Harlan, IN, USA) were
used in this study. All animal care and experimental protocols with
post-natal pups were carried out in accordance with the Directive
86/609EEC of the Council of the European Union. Every effort was
made to minimize animal suffering and reduce the number of
animals used.

Mixed glial cell cultures where prepared from the cerebral
cortices from 3-day-old C57BL/6 mice, and according with
Deumens et al. [27]. Briefly, cerebral cortices where dissected
and meninges removed. The tissues were incubated with trypsin
solution (Trypsin 0.05% (w/v) trypsin-EDTA 5mM) for 15min at
37°C. After that, the tissues were fragmented with a fire-polished
Pasteur pipette. The dissociated cells were plated into 60 mm
diameter cuiture plates (300,000 celis/mi) and grown in Duibec-
co's Modified Eagle's/F-12 medium, supplemented with 10% fetal
bovine serum, 2% HEPES, 100 units/ml penicillin, 100 p.g/ml
streptomycin. Fresh medium was changed the next day and then
every 3days afterwards. All experiments were done 7-9 days after
plating.

Cell treatment

Glial cultures were treated with pro-inflammatory cytokines
(CYT) (TNFe, 20 ng/ml; IL13, 20 ng/ml; IFN7y 20 ng/ml) (PeproTech
Inc., Rocky Hill, NJ, USA) or with the same volume of phosphate
buffer saline (PBS) as a control. As indicated, cells were pre-treated
with Lep (500 nM; Sigma, St. Louis, MO, USA), 1 h prior to CYT
treatment, or with Lep alone as a control. In addition, cells were
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Fig. 1. (A) Western-blot determination of Ob-R expression in cell culture at 9th,15th and 21th day. The intensity of the bands was determined by densitometric analysis, and
the data were normalized using [-actin as an internal control. Results shown a significant decrease in the receptor expression up to 9th day after plating in 60 mm dishes
(***p <0.001 when comparing expression at 15th and 21th days with the observed at 9th day). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni's post hoc test. Data were normalized using B-actin as internal controls. (B) The presence of Lep receptors was determined by immunohistochemistry with anti

Ob-R (H-300) sc-8325 antibody (magnification: x200).
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Fig. 2. Cytokine effects on cell viability. (A) Treatment of mixed glial cell cultures with three cytokines TNFa, IL1[3 and IFN+y (CYT) for 48 h, significantly reduced cell viability
as shown by MTT determination. The increased formazan formation induced by CYT was partially reversed by Lep (500 nM). Control bar was taken as 100%. Each point is the
mean + SEM of three or four independent experiments (*p <0.05 when comparing CYT group vs. control; *p < 005 when comparing Lep alone and Lep+ CYT groups with
respect to CYT group). (B)The graph illustrates results from Hoechst 33342 staining of nuclei. Images show increased apoptosis in glial cells with chromatin condensation in

the nuclei. Measures were performed with a Reader: Ascent Labsystems Flouroskan Ex: 350 nm Em: 463 nm. (

‘e

p < 0.001 when comparing CYTgroup vs. control; ***p < 0.001

when comparing Lep alone and Lep +CYT groups with respect to CYT group). Images (C to E) show the presence of apoptotic, picnotic, nuclei in cultures exposed to cytokines
at 48 h (magnification: x200). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

pre-treated with either SB203580 kinase inhibitor (Calbiochem,
EMD Millipore USA), and CYT at concentrations of 20ng/ml, and in
order to test the specificity of Lep inhibitory effect on p38 MAPK
pathway.

Cell viability

Cell viability assays were performed after 48 h of treatment, and
were determined using MTT [3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide; Sigma, St. Louis, MO, USA] [28].

Immunofluorescence and hoechst staining

Mixed glial cell culture was characterized using two specific
glial markers GFAP (astrocytes) and Iba 1 (microglia) as described
in previous papers of our group [28]. The presence of Ob receptor
was determined by immunofluorescence with Ob-R (H-300) sc-
8325 antibody (Santa Cruz Biotechnology). Slides were allowed to
defrost at room temperature and then were rehydrated with
Phosphate-buffered saline (PBS) for 5 min. Later, the brain sections
were incubated with 0.3% Thioflavin S (Sigma-Aldrich) for 20 min
at room temperature in the dark. Subsequently, these were
submitted to washes in 3-min series, specifically with 80% ethanol
(2 washes), 90% ethanol (1 wash), and 3 washes with PBS. Finally,
the slides were mounted using Fluoromount (EMS), allowed to dry
overnight at room temperature in the dark, and stored at 4 °C.

For nuclei staining, cells were plated onto glass coverslips. After
treatments, cells were fixed as described above, incubated for
10min with Hoechst 33342 (1 pg/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA)

and then washed again. Coverslips were mounted with Fluo-
romont-G (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA), and
conserved at 4°C until observation in the fluorescent microscope
(Olympus BX61). All viability results were expressed as percen-
tages with respect to non-treated cells.

NO measurement

NO released from glial cells was converted to nitrite in the
culture medium, which can be determined using the Griess
reaction [28].

Western-blot

After treating cells with cytokines and Lep, cells were washed
twice with ice-cold phosphate-buffered saline and harvested in
lysis buffer containing 150 mM NacCl, 5mM MgCl,, 50mM Tris,
1mM EDTA, 1%Triton X-100, pH 7,2 with protease inhibitors
(Complete, Roche Diagnostics, Germany). Protein concentration
was determined using bicinchoninic acid protein assay with the
Pierce BCA Protein Assay Kit (Pierce Company, Rockford, IL, USA).
An average of 10 g of protein was denatured at 95 °C, for 5 min, in
sample buffer (0.5M Tris-HCl, pH 6.8, 10% glycerol, 2% SDS. 5%3-
mercaptoethanol, 0.05% bromophenol blue) and samples were
subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (7.5% Acri-
lamide: N,N'methylbisacrylamide, 37,5:1: Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and subsequently transferred onto polyvinylidene
fluoride membrane (Immun-Blot PVDF Membrane, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Membranes were incubated
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Fig. 3. (A) Figure shows a significant increase in nitrite levels (.M) measured by Griess method, in glial cells after 48 h of treatment with pro-oxidant cytokines. The pre-
incubation of cultures with Lep for 1 h before the exposure to cytokines partially reversed the nitrite production. The exposure to Lep concentrations of 50, 100 and 500 nM
demonstrated a protective anti-inflammatory dose-dependent effect. The Control bar was taken as 100%. Each point is the mean + SEM of three or four independent
experiments (***p < 0.001 when comparing CYT group vs. control; *p < 0.05 and ***p < 0.001 when comparing Lep+ CYT groups [ Lep ranging from 50 to 500 nM] with respect
to CYT group). (B) The content of iNOS in glial cells 48 h after cytokine treatment was significantly increased, and also pre-treatment with 500 nM Lep reversed this effect. An
image from Western-blot, normalized with B-actin, is shown below (***p <0.001 CYT group compared with control; **p <0.01 when comparing Lep alone and Lep+CYT
groups with respect to CYT group). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

overnight at 4 °C with primary antibodies against iNOS, monoclo-
nal Anti-3-Tubulin and B-actin (1:20000; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA), phospho-Stat3-Tyr705 (9131), phospho-p38 MAPK-
Thr180/Tyr182 (4511), Cytochrome c Antibody, Cleaved Caspase-3
(Asp175), MnSOD2 (13141), Bcl-2 (50E3) and Bax (2772) antibody
(all from Cell signalling) and Ob-R (H-300) sc-8325 (Santa Cruz
Biotechnology). The blots were then washed thoroughly in TBS-T
and incubated for 2 h with a horseradish peroxidase-conjugated
anti-IgG antibody, followed by the enhanced chemiluminescence
detection system (Molecular Image Quantity ChemiDoc XRS+
BioRad) according to the supplier’s instructions. Chemilumines-
cence measurements and semi-quantitative values were obtained
using the corresponding software Imagelab (Bio-Rad) and the
results were expressed as a percentage with respect to control. The
corresponding (3-actin was taken for each sample to normalize for
any differences in gel loading.

Determination of P38 activity

The P38 activity assay was performed using the P38 MAP Kinase
Assay Kit (Cell Signalling) following the manufacturer’s recom-
mendations. Briefly, P38 was immunoprecipitated from 200 p.g
protein. After that, the samples were washed and centrifuged twice
in lysis buffer and kinase buffer. The supernatants were discarded.
The ATP protein fusion (ATF) and kinase buffer, were added to each
sample, which was then incubated at 37 °C for 30 min. After that,
samples followed the Western-blot protocol described previously.
The primary antibody was pATF2 in a 1:1000 dilution. Chemilu-
minescence measurements and semi-quantitative values were
obtained using the corresponding software Imagelab (Bio-Rad ) and
the results were expressed as a percentage with respect to control.

Statistical analysis

Results were analyzed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test. Statistical analyses were carried out
using the version 15 of SPSS (SPSS Sciences, Chicago, Illinois)
(GraphPad Prism 5, La Jolla, CA, USA). Statistical significance was
defined as a p value less than differences with p < 0.05(*); p < 0.01
(**) and p<0.001 (***) were considered significant. In order to
simplify the interpretation of results, comparisons were done
between CYT bar with respect to control. Further comparisons
were performed among CYT bar with respect to Lep and the
combination of Lep+CYT groups.

Results
Effect of cytokines on viability of mixed glial cell cultures

Mixed glial cell culture was characterized using two specific
glial markers GFAP (astrocytes) and Iba 1 (microglia), as we
described in previous studies [28]. The expression of Ob receptorin
cell cultures was constant from the first day (data non shown),
however our results revealed a significant reduction in ObR
content up to 9days after plating cells, all the experiments were
performed within the first 72 h (Fig. 1).

To investigate whether cytokine-treated glial cells show an
impaired mitochondrial function, we treated primary glial cells
with three pro-inflammatory cytokines TNFe, IL1f3, and IFNy at
concentrations of 20 ng/ml, for 48 h. Likewise, we evaluated the
viability of cell culture under each different treatment by MTT and
the results evidence a slight impairment in cell viability in cells
exposed to cytokines but was not significant (Fig. 2a). However, we
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Fig. 4. Western-blots against (A) phospho-P38 (Thr180/Tyr182) form and (B) total P38 after treatment with CYT and Lep. Results show that pre-incubation with Lep causes a
significant reduction in the content of the active phospho-P38 form. All Western-blots were normalized with B-tubulin. Control bar was taken as 100%. Each point is the
mean + SEM the mean of three independent experiments (‘p < 0.05 and ***p< 0.001 when comparing CYT group vs. control; **p < 0.01 when comparing Lep alone and
Lep+CYT groups with respect to CYT group). (C) Time-course of NO release at 24,48 and 72 h, after treatment with cytokines, and measured by Griess method. Graph shows a
significant effect of both P38 MAPK inhibitor SB203580 and Lep (both 500 nM) in reducing this effect up to 48 h (**p<0.01 when comparing CYT vs. either Lep+CYT or
Inhibitor +CYT groups). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

observed a significantly increased fraction of apoptotic cells when
stained with Hoechst 33342 (Fig. 2b, c-e).

Lep decreased NO production mediated by pro-inflammatory
cytokines in mixed cultures of glial cells

To determine NO production, we measured nitrite released into
the culture medium using the Griess reagent. Then, we proceed in
according with this observation and experiments were done with
all three cytokines together (TNFe, IL13 and IFNy) at concen-
trations of 20 ng/ml. In fact, a significantincrease in NO release was
observed in glial cells exposed to cytokines, and when compared
with controls (Fig. 3a), Exposure of cells to different concentrations
of Lep (50, 100 and 500 nM), for 1h prior the cytokine treatment,
reduced significantly and dose-response the NO production at48 h,
as it is also shown in Fig. 3a.

To support this diminution of NO, we also evaluated whether
Lep pre-treatment is able to suppress iNOS content by Western-
blot. As expected, cytokine treatmentinduced a marked increase in
iNOS levels in glial cells, which was significantly reduced by pre-
treatment with 500nM Lep (Fig. 3b). Taken together, our current

data prove that Lep inhibits the inflammatory activation of glial
cells with respect to iNOS induction and NO production.

Lep decreased NO production is related to P38 MAP kinase pathway in
glial cells

Since previous investigations of our group suggest that this
observation can be related to P38 MAPK pathway [28] we intended
toshown the effect of Lep on P38 pathway. In fact, results from the
present investigation show a significant increase on the content of
the active form of p38 (phospho-P38 Thr180/Tyr182) as a result of
the exposure to cytokines, that can be reversed by pre-treatment of
glial cells with Lep (Fig. 4a).

The present results show that Lep is able to inhibit specifically
p38 MAPK pathway, as demonstrated by the exposure of cells to
P38 specific inhibitor SB203580. Then, we intended to observe the
effect of both Lep and p38 specific inhibitor SB203580 over time at
24,48 and 72 h.Results showed a progressive increase of NO levels
at 48 and 72 h after cytokine treatment (Fig. 4c). Pre-treatment of
cells with Lep 500 nM reduced significantly the NO production,
markedly at 72 h, and the presence of SB203580 resulted in the
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Fig.5. Results fromWestern-blots against(A) STAT-3 and (B) phospho-STAT-3 (Tyr 705) 48 h after addition of CYT. Pre-treatment with Lep reduced significantly the content of
phospho-STAT-3 induced by the exposure to CYT. Lep itself showed a great variability in its capacity to activate the phosphorylation of STAT-3. The data from three
independent experiments are expressed as the mean + SEM. Data were normalized using -actin as internal controls (***p < 0.001 when comparing CYT group vs. control;
**p < 001 when comparing Lepalone and Lep + CYT groups with respect to CYT group). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post
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Fig. 6. Effects of Lep in apoptosis. Results from Western-blots against Cyt-c (A) and MnSOD2 (B) indicated significant changes in mitochondrial key enzymes involved in
activation of apoptosis. Pre-treatment with Lep (500 nM) 60 min before treatment with CYT, reduced significantly this pro-apoptotic effect. Data were normalized using
B-actin asinternal control. Control was taken as 100%. Each point is the mean + SEM the mean of three independentexperiments (***p < 0.001 when comparing CYTgroup vs.
control; **p < 0.01 when comparing Lep alone and Lep + CYT groups with respect to CYT group). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by

Bonferroni's post hoc test.
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Fig. 7. Effects of Lep pre-treatment on caspase-3 activation (A). Astrocytes were incubated with leptin 500 nM in the absence or presence of cytokines for 48 h. The activation
of the cleaved and activated form of caspase-3 was determined by Western blotting (B). The density of the band of cleaved caspase-3 under the indicated treatments was
quantified and divided by the value of the density of GAPDH. The percentages of cleaved caspase-3 levelsin treated cells are normalized vs. control. Control was taken as 100%.
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Each point is the mean + SEM the mean of three independent experiments (*p < 0.05 and ***p < 0.001 when comparing CYT group vs. control; *p <0.05 and ***p <0.001 Lep
alone and Lep+CYT groups with respect to CYT). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

significant inhibition in NO release at the same time, as measured
by Griess method (Fig. 4c). Overall, these results demonstrate the
involvement of P38 MAPK in NO production induced by cytokines,
and a specific inhibitory effect of Lep on this pathway.

Moreover, the present results show a significant activation of
STAT-3 in glial cells exposed to cytokines (Fig. 5). Downstream the
Lep receptor STAT-3 can be also modulated by Lep signalling,
although in the present results we only observed a significant
decrease in phospho-STAT-3 in cells exposed to Lep. Results
depicted in Fig. 5 show that pre-treatment of glial cells with Lep
(500nM) prevents STAT-3 activation, by phosphorylation at Tyr
705, induced by the exposure to cytokines. Since STAT-3 also has
anti-apoptotic effects, it seems controversial that its inactivation
by Lep could protect cells from apoptosis.

Lep decreased the apoptosis induced by pro-inflammatory
cytokines in glial cells.

Results from our experiments shown the effects of Lep on
mitochondrial MnSOD2 content as well as in cytochrome-c (Cyt-c)
release (Fig. 6). Pre-treatment of glial cells with 500 nM Lep, before
incubation with pro-inflammatory cytokines, significantly reduced
both MnSOD2 and Cyt-c content, in agreement with the observed
reduction in apoptosis. Furthermore, our results shown that
despite the apparently controversial effects of Lep on apoptosis in
relation with STAT-3 activity, this adipokine is in fact able to reduce
the activity of the effector caspase-3, as shown by western-blot
detection of a reduction in the content of the cleaved, and active,
form of caspase-3 (Fig. 7).

Finally, Lep is able to decrease the content of the pro-apoptotic
Bax (Fig. 8b), whereas increases the content of the anti-apoptotic

molecule Bcl-2 and, then, contributing to the viability of glial cells
(Fig. 8a and b).

Discussion

After 20 years of research on Lep, the first reference describing
the neuroprotective activity of this adipokine come from the year
2001, on a primary neuronal culture model exposed to NMDA-
induced cell death [28,29]. Later on, Erbayat-Altay and colleagues
describe that Lep was able to prevent hippocampal neuronal
damage, in an experimental model of epilepsy [30]. Despite these
initial papers, today persist the controversial about roles of Lep in
inflammatory processes in brain.

There is an increasing evidence that leptin is involved in the
pathogenesis of inflammatory and autoimmune processes. Leptin
may be considered as a therapeutic target in some clinical
situations [22]. By contrast, previous studies have reported that
Lep stimulates the secretion of anti- and pro-inflammatory
cytokines and it seems widely demonstrated that not only Lep,
but also adipokines and circulating food-intake controlling
metabolites, are capable of reducing glial activation in models of
excitoxicity, despite the molecular mechanisms are not well
understood [31,32].

Results from the present research show a significant anti-
inflammatory activity of Lep against treatments performed with
cytokines TNFe, IL13 and IFNy, in mixed glial cell cultures from
C57BL/6 mice pups. We describe a significant reduction in NO
production, from measured nitrite released into the culture
medium, using the Griess reagent, and related to Lep exposure.
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Fig. 8. Aninverse relationship in the expression of Bcl-2/Bax was found. (A) Bcl-2 has been considered to be a pro-survival mitochondrial molecule, and resulted stimulated
by Lep (500 nM), indicating a protection against inflammation and apoptosis. Control was taken as 100%. Each point is the mean+ SEM the mean of three independent
experiments (*p <0.05 Lep alone and Lep+CYT groups with respect to CYT). (B) By contrast, the activation of the pro-apoptotic Bax was reversed by the exposure to Lep
500 nM. Each point is the mean + SEM the mean of three independent experiments (**‘p < 0.001 when comparing CYT group vs. control; ***p < 0.001 when comparing Lep
alone and Lep + CYT groups with respect to CYT group). (C) The relative protein expression levels of Bcl-2 and Bax were measured (**p < 0.01 when comparing Lep alone and
Lep + CYT groups with respect to CYT group). Statistical differences were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

Once again, some reports evidence a controversial relationship
between Lep and oxidative stress, but suggest a possible
interaction of reactive oxygen species and Lep in the regulation
of energy metabolism in obesity. There is growing evidence that
low-grade chronic inflammatory state, associated with obesity,
could play a key role in disrupting Lep signalling [33,34].

Our data suggest that immunomodulatory effect of Lep on glial
cell activation through iNOS inhibition might partly explain its
central role in brain neuroprotective action. NO produced by iNOS
seems to be a key mediator of the glial activation that induces
neuronal death [7,18,35-37]. High levels of NO exert their toxic
effects through multiple mechanisms, including lipid peroxidation,
mitochondrial damage, protein nitration and oxidation, depletion
of antioxidant reserves, activation or inhibition of various
signalling pathways, and DNA damage [1,11,12,14].

Thus, in the present study we demonstrated that Lep counter-
acted both the overexpression of iNOS and the production of NO
induced by pro-inflammatory cytokines.

The observed inhibition is proportional to Lep concentration
and can be related to the effect of Lep on P38 MAPK pathway. It is
well known that p38 MAPK is activated by a variety of cellular

stresses including inflammatory cytokines, lipopolysaccharide, UV
light and growth factors. In fact, in the present study the exposure
of glial cells to both cytokines and SB203580 resulted in a
significant reduction in NO production and, then, we can conclude
that Lep was able to inhibit P38 MAPK specifically, as can be shown
by the exposure of cells to a P38 specific inhibitor SB203580.
This observation can be relevant since experiments with
neurotoxic molecules, such as 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-
tetrahydropyridine and B-amyloid, have been reported that
increase the expression if iNOS in glial cells [11,12,38]. Indeed,
in amyotrophic lateral sclerosis, INOS immunoreactivity is showed
in activated astrocytes [39]. Then, the inhibitory effects of Lep on
iNOS activity could be important to prevent oxidative damage in
mitochondria and the concomitant activation of apoptosis, giving
support to the anti-oxidant potential of this compound and to its
potential application in the treatment of neurological disorders.
Activation of STAT-3 is evident glial cells, mainly astrocytes,
under certain neuropathological conditions by phosphorylation at
Tyr 705, which induces dimerization and nuclear translocation,
where favors the transcription of target genes [40-43]. Our data
demonstrated that cytokine treatment induces a significant effect
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on STAT-3 phosphorylation in glial cells. The inhibitory effects of
Lep on p-STAT-3 could contribute to reduce the inflammatory and
inhibition of the apoptotic processes [41-44].

Furthermore, it also has been described that Lep could
significantly decrease the apoptosis of astrocytes with ischemia/
hypoxia injury, related to the increase of bcl-2 expression and the
decrease of bax caspase-3 expression levels [44]. The present
research shows that Lep prevents mitochondrial Cyt-c release and
reduces MnSOD2 content. These data are in agreement with
previous findings that have been described on an in vitro Type II
Alveolar Epithelial Cells model [45]. In fact, several preclinical
studies suggest that Lep has neuroprotective actions by inhibiting
apoptotic cell death, by preventing glutamatergic cytotoxicity and
protecting against oxidative stress [24]. In agreement with these
previous data, our results shown that Lep is able to reduce the
activity of the effector caspase-3. Lep also seems to act on the
equilibrium Bax/Bcl-2 activity. Whereas Lep is able to decrease the
content of the proapoptotic Bax, increases the content of the anti-
apoptotic molecule Bcl-2, although in a slightly significant manner.

Overall, our data suggest that Lep acts as an anti-inflammatory
and antiapoptotic factor in glial cells exposed to pro-inflammatory
cytokines, exerting its function at different levels: acting on p38
MAPK pathway and reducing its activity and NO production; acting
on mitochondrial drivers of apoptosis and reducing their content,
like Cyt-c; and reducing the activity of the executioner caspase-3.
Then, for all these reasons, we propose that Lep may be a promising
therapeutic strategy in neuroinflammatory associated brain
disorders.
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1. Introduction

Alzheimer's disease is one of the most common causes of senile de-
mentiaand it is estimated that by 2050, the number of cases will rise to
110 million [1,2]. The vast majority of patients suffer from the sporadic
AD, with only a small subset of the population presenting with the fa-
milial form as a result of mutations in amyloid precursor protein
(APP) Presenilin 1 or Presenilin 2 genes [34].

AD progression is associated with the formation of senile 3-amyloid
(AP) plaques and accumulations of hyperphosphorylated Tau proteins
called neurofibrillary tangles in the brain [5,6] Clinically, AD is charac-
terized by a progressive loss of cognitive abilities as a result of severe
hippocampal neurodegeneration, with the biggest impact on memory
and leaming faculties [7,8]. A peptides are generated by a spedfic pro-
teolytic cleavage of the APP. In this amyloidogenic pathway, the [3- and
y-Secretases cleave APP at the N- and C-termini of the AP, respectively.
The relationship between the aberrant APP processing and Af> genera-
tion caused the formulation of the widely accepted “amyloid cascade
hypothesis”. It states that mutations in APP (or other genes) lead to an
increase in AP which, when accumulated, leads to disease [9,10].

Apart from the AP itself, a host of other factors contributing to AD
pathology have been identified: oxidative stress and ROS generation, al-
terations in glucose metabolism, deregulation of Ca?* signalling, dereg-
ulation of glial cell activity, alterations in nutritional behaviour,
metabolic syndrome and obesity, hypertension and type 2 diabetes
mellitus (T2DM) [ 11-19]. Thus, it is difficult to point out a single path-
ogenic mechanism leading to the onset and progression of this devastat-
ing disease. It has been suspected for many years that AD may in fact be
a multifactorial metabolic disorder influenced by several risk factors
such as hypertension, diabetes, hypercholesterolaemia, neuroinflam-
mation and hypoxia, among others [13-15].

In the next sections we discuss some of the metabolic aspects of AD,
with a special emphasis on adipokines in general, and leptin in
particular.

2. Lifestyle and AD

As a means to slow down the onset of disease symptoms, re-
searchers have turned their attention to the relationship between
lifestyle and AD [20]. Lifestyle-related diseases are potentially prevent-
able, and their incidence can be decreased with adequate changes in
diet, amount of physical activity and modification of the environment.
The common feature at the core of most lifestyle diseases is obesity,
and accumulating evidence indicates that obesity is an independent
risk factor for developing AD. Obesity is a pandemic and a serious global
health concern. Obesity is also a risk factor for multiple conditions and
contributes to multi-morbidities, resulting in increased healthcare
costs and millions of deaths each year [21]. Obesity has been associated
with changes in brain structure, cognitive deficits, dementia and AD. In
agreement with this, high-fat diet (HFD)-induced obesity also causes a
variety of health disorders including cognitive decline in experimental
animal models [22]. There is a well-established link between human
obesity and cognitive decline [23]. Specific brain functions related to
the hippocampus may be particularly vulnerable as evidenced in a
large number of studies in rodents linking high-caloric diets with de-
creased contextual and spatial memory [24-29]. Significantly, it has
been demonstrated that obese animals whose diet regimen is reversed
from HFD back to standard chow, recover memory function [22].

3. Obesity, type 2 diabetes mellitus and leptin resistance

As mentioned above, obesity significantly increases cognitive de-
cline and AD risk, supporting the notion that AD is a degenerative met-
abolic disease in which brain glucose uptake and utilization are
impaired [30]. Thus, several early biomarkers rely on the definition of
AD as a “Cognitive Metabolic Syndrome” or “Type 3 Diabetes” [31].

Biological plausibility for this relationship has been framed within the
“Metabolic cognitive syndrome” concept. Even more, it has been pro-
posed that AP accumulation can be considered a consequence rather
than the real etiologic basis for the disease. A growing body of epidemi-
ological evidence suggests that metabolic syndrome and its components
(impaired glucose tolerance, abdominal or central obesity, hyperten-
sion, hypertriglyceridemia, and reduced high-density lipoprotein
cholesterol) may be important in the development of age-related cogni-
tive decline, mild cognitive impairment, vascular dementia, and AD [ 32].
Furthermore, results from the “Hysayama Study” indicate that altered
expression of genes related to diabetes mellitus in AD brains is a result
of AD pathology, which may thereby be exacerbated by peripheral insu-
lin resistance or diabetes mellitus [33].

In fact, adults with newly diagnosed prediabetes, or type 2 diabetes
mellitus (T2DM), show insulin resistance associated with reductions in
regional cerebral glucose metabolism and subtle cognitive impairments
[34]. Furthermore, most obese individuals show increased food intake
despite high circulating Lep levels [35]. These findings imply a state of
Lep resistance that causes a reduced responsiveness to Lep anorexigenic
effect, with a concomitant loss of appetite- and weight gain-suppressing
effects [36,37].

4. Leptin functions in the hypothalamus

The peripheral actions of metabolic hormones are well documented.
However, the functions of these pleiotropic hormones are not restricted
to the periphery, with growing evidence suggesting that both Lep and
insulin can readily cross the BBB, producing widespread central effects
in brain areas like the hypothalamus. In the periphery, the fat mass par-
ticipates in the regulation of glucose and insulin metabolism through
the release of hormones in a bidirectional feedback loop, a mechanism
called the “Adipoinsular axis” (Fig. 1) [38,39]. This axis links adipose tis-
sue and pancreatic B-cells via leptin and insulin, respectively. As insulin
directly stimulates Lep release by adipose tissue, Lep feeds back to re-
duce both insulin secretion and insulin gene expression in 3-cells by
modulation of K* o channels and activation of cyclic nucleotide phos-
phodiesterase 3B and subsequent suppression of cCAMP levels [40,41].
The suppressive effect of Lep on insulin production is not only mediated
by direct actions via Lep receptors (LepR) on 3-cells, but also by the au-
tonomic nervous system (ANS). Lep-dependent ANS regulation of body
weight is largely achieved via a negative afferent loop involving the hy-
pothalamus [42,43].

It has been shown that hypercaloric diets (HCD ) used in a majority of
diet-induced obesity studies, typically induce glucose metabolism ab-
normalities and insulin resistance (including diabetes mellitus) and
persistent hyperleptinaemia [44]. In addition, the consumption of West-
ern diets, rich in sugar and saturated fat, stimulates an inflammatory re-
sponse in the hypothalamus, a contributing factor to the development
of central Lep resistance and obesity [36]. In the hypothalamus,
specialized groups of neurons are sensitive to signals derived from sev-
eral organs related to food intake or starvation. Hypothalamic pro-
opiomelanocortin (POMC) and neuropeptide Y-Agouti-related peptide
(NPY-AgRP) neurons produce anorexigenic and orexigenic neuropep-
tides and neurotransmitters, and express the long signalling form of
the leptin receptor (LRb). The anorexigenic properties and the regula-
tory functions of Lep in the control of energy and glucose homeostasis
are largely dependent on the POMC and NPY-AgRP circuits in the arcu-
ate nudleus of the hypothalamus. POMC and NPY neurons are consid-
ered as major Lep effector sites, with the food-intake regulation
directly dependent on the LRb/STAT3 (activator of transcription 3) inter-
action [45,46).

Recent evidence suggests that sirtuin-1 (SIRT1) activation and ex-
pression are essential for leptin-induced anorexigenic effects in the hy-
pothalamic POMC neurons [47]. Moreover, results in Lep deficient ob/ob
mouse model show a lack of SIRT1 activation in the hypothalamus in re-
sponse to caloric restriction, compared to age-matched controls [48].
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Fig 1. Leptin, amylin and insulin decrease appetite by inhibiting neurons that produce the
molecules NPY and AgRP, while stimulati lanocortin-producing in thearcu-
ate-nucleus region of the hypothalamus, near the third ventricle of the brain. NPY and
AgRP stimulate eating, and melanocortins inhibit eating, via other neurons, Activation of
NPY/AgRP-expressing neurons inhibits melanocortin-producing neurons. The gastric hor-
mone ghrelin stimulates appetite by activating the NPY/AgRP-expressing neurons. Inthe
hypothalamus, leptin regulates food intake, glucose homeostasis, and energy expenditure.
The hippocampus integrates signals from Lep ghrelin, insulin, amylin and prolactin, and
contributes to decrease risk of memory impairment related to obesity and T2DM, which
are all risk factors for Alzheimer’s disease.

Adapted from Marwarha and Ghribi [72], and from Schwartz and Morton [132).

The complexity of AD pathology is illustrated by the fact that apart
from dear links between AD and obesity, weight loss is another promi-
nent early feature of AD that often precedes cognitive decline and clin-
ical diagnosis. In fact, pathologically low Lep levels and disruptions in
orexigenic NPY hypothalamic neuron signalling were described in a
mouse model overexpressing AP, suggesting that Lep regulation may
be involved [49].

A large body of work has identified inflammatory signalling in the
hypothalamus as an essential mediator of the sickness response: an-
orexia, cachexia, fever, inactivity, lethargy, anhedonia and adipsia are
all triggered by systemic inflammatory stimuli and promote negative
energy balance [50].

5. Leptin, amylin and ghrelin

Alzheimer's disease and T2DM share many common features
including the deposition of amyloidogenic proteins — AP and amylin
(islet amyloid polypeptide), respectively [51]. The hormone amylin,
discovered in 1987, is the second [3-cell hormone described. It is co-
secreted with insulin by the pancreatic 3-cells in response to nutrient
stimuli, in the context of the “Adipoinsular axis” (Fig. 1). Dysregulation
of the axis may contribute to obesity and the development of
hyperinsulinaemia associated with diabetes [39,52]. In addition,

impaired p-cell secretion of amylin in response to a meal had been de-
scribed in T2DM patients [53,54]. Recent evidence suggests that both AR
and amylin may act via the amylin receptor, although the precise mech-
anisms for this interaction at a cellular level are unknown.

One of the roles of amylin is to slow gastric emptying, thereby
delaying the delivery of nutrients to the circulation [55]. A second effect
is to decrease food intake, and a third effect is to reduce postprandial
hyperglucagonemia, thereby inhibiting hepatic glucose release. Despite
the beneficial effects of amylin in the CNS, it has also been shown to in-
duce neurotoxicity in embryonic rat hippocampal primary cultures
in vitro [56]. This effect may contribute to the prominent neurite degen-
eration in AD [57]. Furthermore, centrally administered amylin resulted
in impaired memory retention (on a footshock avoidance conditioning
in a T maze) in mice given strong training [58].

Besides the involvement of Lep and amylin in energy regulation, an
additional adipokine ghrelin may also be implicated in weight loss ob-
served in AD patients. Leptin and insulin stimulate anorexigenic POMC
neurons, whereas ghrelin stimulates orexigenic NPY-AgRP neurons.
Ghrelin is an endogenous ligand for GH secretagogue receptor type 1o
(GHSR1). It is a multifunctional hormone produced and released
mainly from the stomach, which assists in the promotion of sensations
of hunger [59]. Ghrelin has been associated with the progression of
obesity and metabolic syndrome, but has been also linked to
neuromodulation, neuroprotection, memory and learning processes
[60]. Ghrelin receptors are prominently expressed in different regions
of the brain, including the arcuate nucleus, ventromedial nuclei, in
CA2 and CA3 regions of the hippocampus, in the substantia nigra, in
the ventral tegmental area, the dentate gyrus of the hippocampal for-
mation, and the dorsal and median raphe nuclei [61,62].

It has been shown that intracerebroventricular injections of ghrelin
increased memory retention in rats [63-65]. In fact, ghrelin administra-
tion rescued memory deficits and prevented neuronal and synaptic
degeneration in the hippocampi of mice injected with AP [66]. Further-
more, ghrelin also decreased the levels of hyperphosphorylated Tau via
the PI3K/Akt-GSK pathway, in hippocampal neurons [67]. These studies
suggest that ghrelin plays a vital role not only in metabolic control, but
also in regulating cognitive function and memory capacity. Therefore,
abnormal ghrelin signalling could be one of the causes and/or conse-
quences of AD symptomatology [64,65,68,69].

Thus, it can be concluded that there is an association between obe-
sity, T2DM and AD, where altered mechanisms of insulin, Lep, ghrelin
and amylin signalling lead to a greater susceptibility to neurodegenera-
tive processes. Taken together, these results suggest that peripheral
metabolic peptides, in particular Lep and ghrelin, might be considered
as potential preventive strategies for ameliorating the hypothalamic al-
terations in AD [70].

6. Leptin functions in the hippocampus

As mentioned earlier, drculating Lep is transported across the BBB
into the brain, where it regulates food intake, glucose homeostasis,
and energy expenditure mainly via the hypothalamic circuits. Loss of
Lep signalling may increase the likelihood of developing atherosclerosis,
obesity and T2DM, all independent risk factors for AD. However, func-
tional Lep receptors (LepR or ObRb) also have been reported to be
expressed in the hippocampus and other cortical regions of the brain.
The physiological significance of this observation has been explored
during recent years. Then, besides the described canonical functions of
insulin, Lep, and ghrelin in the control of metabolism, each of these hor-
mones has been implicated in the control of neuronal survival, astrocyte
activity and neuroprotection in extrahypothalamic regions, in particular
the hippocampus.

It is well known that the hippocampus is an area which is severely
affected during the course of AD. The cognitive deficits assodated with
T2DM have been linked to impaired central insulin modulation in the
hippocampus, which is a critical region for memory processing [71].
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Furthermore, epidemiological studies have demonstrated that higher
circulating Lep levels are associated with lower risk of dementia incdlud-
ing AD, whereas lower circulating levels of Lep have been reported in
patients with AD [72]. It has been demonstrated that chronic Lep ad-
ministration has led to memory improvements in the CRND8 transgenic
mouse model of AD [73,74). The hippocampus expresses high levels of
both insulin and Lep receptors, as well as key components of their
associated signalling cascades. Recent studies indicate that both
hormones are potential cognitive enhancers [75]. Indeed, it has been
demonstrated that both Lep and insulin markedly influence key cellular
events that underlie hippocampal learning and memory, including
activity-dependent synaptic plasticity and the trafficking of glutamate
receptors to and away from the hippocampal synapses [74,75). Further-
more, the induction of apoptosis among hippocampal cells can
be related to impairments in either Lep or insulin function. Thus, it ap-
pears that Lep confers protection against hippocampal-dependent AD
neuropathology.

An important question is whether leptin deficiency plays a role in
the causation of AD and/or its progression. In fact, Lep deficiency in
AD contributes to a neuronal imbalance in handling energy require-
ments, leading to higher AR and phosphorylated Tau. Additionally, Lep
modulates AD pathological pathways in vitro through a mechanism in-
volving the energy sensor, AMP-activated protein kinase (AMPK) [74].
Lep activates the PI;K/Akt, JAK STAT, and AMPK/SIRT pathways, pro-
moting neuronal survival, reducing AR production and increasing its
clearance, and reducing Tau hyperphosphorylation [72,76].

We can conclude that Lep promotes neurogenesis and synaptogene-
sis, thus facilitating learning and memory processes in the hippocampus
(Fig 1). Nevertheless, the ability of Lep to regulate hippocampal synap-
tic function markedly dedlines with age, and these changes have been
linked to neurodegenerative disorders such as AD [77]. In fact, it has
been described that individuals with early AD, or mild cognitive impair-
ment, show low plasma Lep levels [ 78]. Accumulating data suggest that
AD patients may benefit from Lep replacement therapy, and it may con-
stitute a very significant application of Lep [79]. Then, Lep deficiency in
AD can be restored by replenishing low Lep levels, and this may also bea
legitimate strategy for therapy [ 74].

7. Leptin signalling

As discussed before, several studies have shown that AD and T2DM
may share common pathways to pathology. In fact, Lep and insulin sig-
nalling pathways may act synergistically with the insulin receptor lead-
ing to the development of neurodegenerative processes [80]. Early
alterations in glucose, insulin signalling and energy metabolism path-
ways have been demonstrated in an APPswe/PS1dE9 mouse model of
familial AD. The observed changes are complex and related to impair-
ment in insulin and adipokine receptors, all along with alterations in
cholesterol and fatty acid metabolism [81].

Leptin and insulin receptors are widely expressed in the central ner-
vous system. The human ObRb is a member of the superfamily of cyto-
kine receptor cass [ (gp130). The best-described signalling pathway
activated in response to receptor activation involves the coordinated
functions of JAK2/STAT3 (Fig. 2). STAT3 is a transcription factor that,
upon phosphorylation, dimerizes and is translocated to the nucleus,
where it controls the transcription of target genes. ObRb is negatively
regulated by the suppressor of cytokine signalling 3 (SOCS3) and pro-
tein tyrosine phosphatase 1 (PTP1p3). Key downstream effectors of
ObRb incdlude AMP-activated protein kinase (AMPK), PGC-1cx (involved
in mitochondrial biogenesis), as PPAR, aswell as aspartyl protease [3-site
APRPP-deaving enzyme (BACE1). Among the targets of the receptor we
can also find kinases involved in Tau phosphorylation and microtubule
stability, including the mammalian target of rapamycin (mTOR).

Leptin is involved in the activity of kinases like mTOR, which could
perhaps explain the significance of Lep resistance to both AD and
T2DM. As Orr and colleagues propose, since mTOR hyperactivity is

common to both diabetes and AD, mTOR signalling could be considered
amolecular link between these two age-related diseases [82]. Leptin
signalling also induces the activation of the ubiquitous and broad spec-
trum PI3K/Akt/mTOR pathway [83]. Indeed, it has been shown that Lep
binding to its long-form receptor can activate four major signal trans-
duction pathways: JAK/STAT pathway; ERK pathway; PI3K/Akt/mTOR
pathway as well as the AMPK/SIRT1 signal transduction pathways [72,
76).

The mammalian mTOR plays a key role in maintaining energy ho-
meostasis in the brain and other tissue types [82,84]. As an energy sen-
sor, mTOR regulates numerous cellular pathways including protein
translation, cell growth and proliferation. In fact, mTOR mediates the
synthesis and aggregation of Tau, resulting in compromised microtu-
bule stability [85]. mTOR has been shown to modulate insulin signalling
in a context of high nutrient exposure. mTOR directly phosphorylates
the insulin receptor leading to its internalization; this, in turn, results
in a decrease of mTOR signalling [82,86]. However, through the same
mechanisms, chronic mTOR hyperactivity leads to insulin resistance, a
key feature of T2DM [87].

AMPK is a cellular energy sensor highly conserved among eukary-
otes. AMPK regulates the activities of a number of key metabolic en-
zymes through phosphorylation [88]. It protects cells from stresses
that cause ATP depletion by switching off ATP-consuming biosynthetic
pathways. Furthermore, previous data suggest that AMPK can also
phosphorylate substrates like Tau proteins, thereby favouring their ag-
gregation. Phosphorylated Tau becomes soluble and causes microtubule
disassembly. In extreme cases, including in AD, hyperphosphorylation
of Tau leads to the formation of neurofibrillary tangles.

AMPK can phosphorylate and directly activate PGC-1c that, in tum,
controls major metabolic functions through the co-activation of PPARy
and other transcription factors [89]. PGC-1c is a PPAR transcriptional
coactivator, and elevated levels of PGC1a change the composition of
peroxisomes, so that they might exhibit decreased insulin degradation
and purine metabolism. PPARs are ligand-activated transcription factors
of the nuclear receptor superfamily. The levels of PPARs have been re-
ported to decline with age [90]. PPARYy is highly expressed in adipose
tissue and is a major regulator of insulin and glucose metabolism. It
can be therefore suggested that the link between energy metabolism
and the amyloid cascade hypothesis stems from the fact that PPAR"y reg-
ulates the transcription of BACE1, a key enzyme involved in AP genera-
tion. The enzyme BACE1 catalyses the rate-limiting step in AP
production, a peptide at the nexus of neurodegenerative cascade in
AD. Leptin has been shown to reduce AP production by decreasing
BACET1 activity and expression levels [72,76]. Leptin increases the ex-
pression and activity of SIRT1, which results in decreased NF-kf3-
mediated transcription of BACE1L.

Furthermore, since PGC-1cx appears to decrease AP generation, ther-
apeutic modulation of PGC-1at could have real potential as a treatment
for AD. Thus, Lep emerges as a general activity modul ator of AMPK, PGC-
1ae and the molecules downstream of them: PPARy and BACE1.

8. Leptin and inflammation

Chronic inflammatory processes are common in obesity, cancer and
neurodegenerative diseases like AD. Although the BBB restricts access of
immune cells and mediators from the blood, innate immune activation
can occur throughout the brain in response to both local and systemic
inflammatory stimuli [91]. The apoE4 genotype, lifestyle-induced obe-
sity and dyslipidaemia could be considered as systemic inflammatory
stimuli, whereas AP and Tau protein accumulation are considered
local stimuli. Chronic inflammation is known to cause Lep resistance
that, as previously discussed, is a status related to T2DM and AD [92].

It has been shown that both the accumulation of A3 and apoE4 geno-
type result in a transient enhancement of Lep signalling that might lead
to Lep resistance over time [93]. The mechanisms by which Ap and
apoE4 affect LepR expression are unknown. Both molecules have been
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Fig. 2. Leptin signalling. In the hippocampus, Lep activates the PL,K/Akt, JAK STAT, and AMK/SIRT pathways, thus promoting neuronal survival, BACE1 down-regulation, reducing AP pro-
duction and increasing its clearance, and reducing Tau phosphorylation. Leptin activation of Lep receptor induces STAT-3 phosphorylation activating the transcription of genes from SOCS
family, among others. Leptin inhibits the hyperphosphorylation of Tau protein through PI3Kand AKT activation that, in tum, promotes the formation of inactive form ser-9 GSK3-.. Leptin
also inhibits GSK3-f activity acting on AMPK, and reducing the formation of A deposits. Leptin activates PGC-1c that, in turn, causes the inhibition of BACE1 and AP accumulation. PGC-1a
activation induces mitochondrial biogenesis and induces PPAR activity and fatty acid oxidation.

Adapted from Grecoet al. [74).

shown to cause inflammation, and LepR upregulation has been demon-
strated in response to proinflammatory stimuli, such as treatments with
LPS and TNFa [94]. In fact, transgenic animal models overexpressing
human forms of AP or human apoE4, showed enhanced inflammatory
reactions in the brain, including TNFa generation and gliosis [95,96].
Thus, it may be speculated that the initial up-regulation of LepR could
result from the pro-inflammatory effects of A or apoE4.

Current evidence indicates that hypothalamic proinflammatory
phenotype could play a key role in central Lep and insulin resistance.
Recent studies have shown that diet-induced obesity (DIO), or HFD-
induced obesity, accelerates AD progression. Hypothalamic inflamma-
tion, induced by HFD feeding, favours increases in body weight [58].
It has been shown that DIO increases amyloid deposition in
amyloidogenic transgenic mice [97]. In WT rats, DIO causes Tau phos-
phorylation, increases glial fibrillary acidic protein (GFAP) expression
and astroglial activation in the hippocampus and impairs cognitive
function [98-100]. Interestingly, these changes were associated with
enhanced astrocytic LepR expression and mild microgliosis, but not AR
accumulation. The involvement of microglia and astrocytes in the
onset and progress of neurodegenaration in AD is increasingly recog-
nized [101]. Glial cells maintain brain plasticity and protect the brain
to ensure functional recovery from injuries. Dysfunction of glial cells
may promote neurodegeneration and, eventually, the retraction of neu-
ronal synapses, which leads to cognitive deficits [100,101].

The hippocampus may be particularly vulnerable to the negative
consequences of HFD, and it is suspected that the HFD may ‘prime’ the
proinflammatory response in this area, a process which is potentially
regulated by fatty add signalling [22]. Several studies have attempted

to correlate hypothalamic expression of specific cytokines (IL-1f3,
TNFq, IL-6 and IL-10) to either DIO or to intraventricular administration
of saturated fatty adds [102,103]. Results show that saturated fatty acids
can stimulate microglia, leading to upregulation of NF-kf? and pro-
inflammatory cytokine expression [103-104].

Proinflammatory cytokines such as Interleukin-1 (IL-1), IL-4, IL-6, IL-
10,IL-12, and IL-18, IFN~y, TNFa, TGF-3, and several chemokines known
to cause glial activation, have been suggested as potential AD bio-
markers. These and other related pro- and anti-inflammatory molecules
are rapidly overexpressed by glia in adult rodent hippocampus in vari-
ous models of limbic seizures [104-106]. In addition, it has been dem-
onstrated that in the hippocampus, neuronal injury occurs only when
the cytokines are induced in glia, and cytokine synthesis precedes the
appearance of degenerating neurons [106]. In this context, neuronal in-
jury is more pronounced when both IL-6 and TNF-«x are produced in ad-
dition to IL-1p.

Adipokines and circulating food-intake-controlling metabolites are
capable of reducing glial activation in models of excitoxicity. It has
been demonstrated that Lep was able to protect hippocampal neurons
against kainate excitotoxidity in an experimental model of epilepsia in
Lep deficient ob/ob mice [107]. Likewise, ghrelin prevented kainate-
induced activation of microglia and astrocytes, and inhibited the expres-
sion of proinflammatory mediator TNFe, IL-13, and cyclooxygenase-2
[104,105]. The inhibitory effect of ghrelin appears to be associated
with the reduction in matrix metalloproteinase-3 expression in dam-
aged hippocampal neurons [104]. Furthermore, recent findings demon-
strate that desacyl-ghrelin, hexarelin and EP-80317 ligands display
relevant anticonvulsive properties in models of limbic seizures [ 108].
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Fig. 3. Effect of Lep and amylin administration on hippocampal gliosis. As it is shown, treatment with KA 245 mg/kg, caused a reactive process of gliosis, as revealed from the immuno-
histochemistry of GFAP. The gliosis was especially intense in both CA1 and DG regions, when compared with the controls. Whereas treatment with amylin and Lep alone did not produce
significant differences when compared with the controls, the combined exposure to amylin and Lep was able to decrease the process of reactive gliosis in CA1 and CA2 areas

Lactation is a natural model for neuroprotection because it effec-
tively prevents acute and chronic cell damage of the hippocampus
that can be induced by excitotoxidity. It is becoming apparent that neu-
roendocrine hormones induding oxytodn, progesterone and prolactin
(PRL), apart from their roles in lactation, may also have neuroprotective
effects on hippocampal neurons [109].

Among the pituitary hormones, PRL is the most versatile in the spec-
trum and number of functions it regulates. PRL modulates virtually
every aspect of vertebrate physiology, including osmoregulation,
growth, metabolism, development, reproduction, parental behaviour,
and immune function [110]. In mammals, this hormone may act in co-
operation with Lep to transfer information to the brain about the caloric
state of the animal [111].

It has been shown that PRL prevents the damaging effects of
exdtotoxicity in the dorsal hippocampus [112]. Trophic actions of PRL
in the CNS include mediating development and maturation of dopami-
nergic tuberoinfundibular neurons [113]. It also regulates neurogenesis
and brain cell proliferation [ 114]. Prolactin also shows mitogenic actions
on astroglia and protects hippocampal neurogenesis in the dentate
gyrus of chronically stressed mice [115,116]. Prolactin is also involved
in immune regulation [117]. In the brain, prolactin receptors (Prl-Rs),
which belong to the dass I cytokine receptor superfamily, have been

detected in the cortex, hypothalamus and hippocampus, in both astro-
cytes and glial cells [77]. Neuroprotective properties of PRL have also
been demonstrated in a kainic acid-induced rat model of epilepsy,
where the administration of PRL to ovariectomised rats significantly re-
duced seizures and neurotoxicity in the hippocampus [118]. This is
noteworthy, as recent data suggest that PRL may be a possible marker
for obesity in humans [77].

Finally, recently published results from our group show that PRL
gene is down-regulated at early stages of amyloidogenesis, in an
APPswe/PS1dE9 double transgenic murine model of AD [80,81]. We ob-
served a significant down-regulation of the Prl-Rs and PRL genes in the
hippocampus of 3 month-old APPswe/PS1dE9 mice, when compared to
awild-type control group. Thus, our results indicate early perturbations
in this particular biological route, at early stages of the neurodegenera-
tive process, when both cognitive impairments and AP deposits have
yet to develop.

It has been shown that Lep is a powerful stimulator of in vitro PRL re-
lease and that its actions occur in part through stimulation of ERK1/2
[119]. This observation, once again, demonstrates the existence of a
complex net of interactions among different adipokines, and related
hormones like PRL, that should be extensively analysed to gain a better
understanding of AD aetiology.
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9. Synergic effects among adipokines

Besides the compelling evidence concerning the effects of
adipokines Lep, amylin and ghrelin, and pituitary-derived hormones
like PRL in the brain, there is a relative lack of knowledge in
relation to either the synergistic or antagonistic effects of their
combinations.

The first evidence of effects from combined actions of these mole-
cules comes from the fact that the high circulating levels of PRL (or pla-
cental lactogens) during pregnancy, may directly interfere with Lep
receptor signalling, possibly predisposing to Lep resistance [ 120]. Fur-
thermore, pregnancy is characterized by marked changes in the control
of energy balance [121,122]. In addition, Lep is a very potent in vitro se-
cretagogue of PRLrelease in ectotherms [119]. However, the physiolog-
ical significance of Lep actions in stimulating PRL release, including any
similar effects on PRL secretion in vivo, remains uncertain.

Another point of interest is the synergic effects of amylin and Lep in
reducing body weight and adiposity. Unfortunately, treatment of DIO
animals and obese humans with Lep alone, did not demonstrate the dra-
matic weight-reducing benefits seen in ob/ob mice. As De Paoli stated in
a recent review, the possibility to potentiate or enable the weight-
reducing properties of Lep has led to significant efforts to combine Lep
with other interventions or agents known to induce weight loss in
order to overcome leptin resistance [ 123]. It seems that either a re-
sistance to the weight-reducing actions of Lep exists in DIO mice
and obese humans, or that Lep is not actively functioning to reduce
body weight in the obese state. These observations led to the conclu-
sion that, in the absence of endogenous amylin, Lep signalling is
likely diminished. Results from a diet-induced leptin-resistant
obese rat model, show that pre-treatment with amylin, for 1 week,
restored Lep-induced neuronal activation of phosphorylated STAT3
signalling, within the ventromedial hypothalamus [124-126]. Fur-
thermore, it has been shown that amylin augmented Lep signal-
ling/receptor binding [126]. More recent data show that amylin-
induced microglial IL-6 production is the likely mechanism by
which amylin treatment interacts with Lep signalling to increase its
anorexigenic effects in the hippocampus [127]. Taken together,
these data establish a novel role for Lep and amylin in the processes
of mouse hippocampal neurogenesis, and provide new insights into
the mechanisms of neurogenic regulation [123].

It has been demonstrated that Lep and amylin, alone and in combi-
nation, activate signal transducer STAT3, AMPK, Akt, and extracellular
signal-regulated kinase signalling pathways in human primary adipo-
cytes, human peripheral blood mononuclear cells, and ex vivo in
human adipose tissue from male versus female subjects [moon]. How-
ever, the authors conclude that in humansLep and amylin activate over-
lapping intracellular signalling pathways and have additive, but not
synergistic, effects.

Unpublished results from our laboratory suggest synergic effects of
the combination of amylin and Lep in reducing kainate-induced neuro-
toxicity in mouse hippocampus (Fig. 3). In our experiments, a single
treatment with KA 24.5 mg/kg caused a reactive gliosis at 72 h, clearly
evident with GFAP immunohistochemistry. The gliosis was intense in
both CA1 and DG regions, when compared with the respective controls,
and treatment with amylin and Lep alone did not result in significant
decreases in reactive gliosis. The combined exposure to amylin and
Lep, however, produced a significant reduction in gliosis in CA1 and
CA2 areas. Further experiments demonstrated that these effects were
specifically related to GSK-3p and Akt activities. In fact, it has been
shown that in vitro exposure of HEK293 cells to Ap1-42 and human
amylin increased cytosolic cAMP and Ca®*) levels and triggered multi-
ple pathways involving the signal transduction mediators protein ki-
nase A, MAPK, Akt, and c-Fos [126,127].

The effects of amylin and Lep on AMPK activity are particularly
remarkable. AMP-activated protein kinase, a master regulator of cel-
lular energy homeostasis and a central player in glucose and lipid

metabolism, is potentially implicated in the pathogenesis of AD
[62]. AMPK activity decreases in AD brain, indicating decreased mito-
chondrial biogenesis and function. The roles of AMPK in the pathogenesis
of AD incdlude AP generation and Tau phosphorylation at Thr-231 and Ser-
396/404, and an inhibition of mTOR signalling pathway, thus facilitating
autophagy and promoting lysosomal degradation of AP. Then, AMPK
emerges as a potential key target in the AD treatment and highlights
the potential usefulness of amylin and Lep as neuroprotective agents in
the context of AD. In agreement with that, recent translational research
findings point to a potential therapeutic approach that incorporates
amylin (a beta-cell hormone) and Lep agonism, restoring or enhancing
Lep sensitivity [126-132].

10. Concluding remarks

The present review emphasizes the role of adipokines and hormones
related toadipoinsular axis in the development of AD. Leptin and amylin
modulate the activity of key molecules involved in energy regulation,
including AMPK, which plays a role in mitochondrial function,
neurogenesis and cognition. Similarly, a number of studies suggest a
central regulatory role for ghrelin not only in metabolism, but also in
modulation of cognitive functions and memory capacity. In addition,
these adipokines can regulate the inflammatory response mediated by
the glia cells, a very useful property considering that inflammation
plays a large role in AD neuropathology. Both ghrelin and Lep have de-
monstrable capacity to reduce seizures caused by exposure to kainic
acid, and also limit the extent of glial inflammatory response. A compre-
hensive understanding of Lep functions at the cellular level, including
elucidating potential interactions with other members of the
adipocytokine family, is required for the development of novel pharma-
cotherapies targeting sporadic AD. This knowledge can contribute to the
long-term goal of both AD prevention and treatment.

As a general conclusion, adipokines in general, and Lep in particular,
are promising AD targets.
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Abbreviations
AR f-amyloid
AD Alzheimer's disease
AMPK AMP-activated protein kinase
ANS the autonomic nervous system
BACE1 PPAR and aspartyl protease >-site ARPP-cleaving enzyme
BBB brain blood barrier
CSF cerebrospinal fluid
DIO diet-induced obesity
GHSR1a GH secretagogue receptor type 1a
HCD high calorie diet
HD high-fat diet
IGF-1 insulin-like growth factor-1
JAK janus tyrosine kinase
LepR (or ObRb) Lep receptors
LRb long signalling form of the Lep receptor
MAPK mitogen-activated protein kinase
NPY-AgRP neuropeptide Y-Agouti-related peptide
ObRb leptin receptor
PBk phosphoinositide 3-kinase
POMC pro-opiomelanocortin
PRL prolactin
Prd-Rs prolactin receptors
PTP1R protein tyrosine phosphatase 14
SIRT1 sirtuin-1
STAT3 signal transducers and activators of transcription
SOCS3 suppressor of cytokine signalling 3
T2DM type 2 diabetes mellitus
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Abstract

Melatonin has been shown to down-regulate inflammatory responses and provide neuroprotection. However, the mechanisms underlying
the anti-inflammatory properties of melatonin are poorly understood. In the present work, we studied the modulatory effect of melatonin
against pro-inflammatory cytokines in glial cell cultures. Treatment with pro-inflammatory cytokines mainly tumor necrosis factor-alpha,
interleukin 1-beta, and interferon-gamma induces an increase in inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression and nitric oxide (NO)
production. Pre-treatment with melatonin produced an inhibitory effect on iNOS expression and NO production. The biochemical studies
revealed that cytokine treatment favors the activation of several pathways, such as mitogen-activated protein kinases (MAPKs), STATI,
and STAT3: however, the anti-inflammatory effect of melatonin was accompanied only by a decrease in p38 MAPK activity. Likewise,
SB203580 a p38 kinase inhibitor inhibits NO production. These data indicate that the anti-inflammatory action of melatonin in glial cells
after stimulation with pro-inflammatory cytokines may be in part, attributable to p38 inhibition which down-regulates iNOS expression and

NO production.

Keywords: melatonin, nitric oxide, glial cells, inflammation

Introduction

It is well established that neuroinflammatory processes
contribute to the cascade of events that participate in the
progressive process of neuronal loss observed in many
neurodegenerative diseases, most notably in Parkinson’s
disease (PD) and Alzheimer’s disease (AD) [1.2]. Thus,
drugs which are able to slow the brain inflammatory cas-
cade may be of interest for the treatment of the aforemen-
tioned diseases [1,3]. As such, the use of non-steroidal
anti-inflammatory drugs has been proposed to delay or
even to prevent the onset of such neurodegenerative dis-
orders [3]. However, to date, the main problem is that the
majority of current drug treatments are effective only in
treating the symptoms of these neurodegenerative disor-
ders rather than in preventing the underlying degeneration
of neurons. Consequently it is necessary to develop thera-
pies capable of preventing or delaying the progressive loss
of neuronal populations in these diseases.

With neuroinflammatory reaction, the glial cells,
mainly microglia and astrocytes, are activated [4,5] and
produce neurotoxic factors that contribute to neuronal
injury. Of these factors, we can emphasize, nitric oxide

(NO), pro-inflammatory cytokines, reactive oxygen spe-
cies, and glutamate increase [6-10]. In this glial process
of activation, the excessive levels of NO are generated via
the increased expression of inducible nitric oxide syn-
thase (iNOS), mainly as a result of microglial activity
[6.7.9]. Likewise, this amount of NO production is harm-
ful for neurons because it is a free radical which induce
protein modifications by means of nitrosylation and nitra-
tion [7]. Accordingly, activation of iNOS in glial cells
constitutes a critical event in inflammatory-mediated neu-
rodegenerative disorders [9]. Thus, pro-inflammatory
cytokines, mainly tumor necrosis factor-alpha (TNFa),
interleukin 1-beta (IL1P), and interferon-gamma (IFNY),
will be responsible for iNOS induction in glial cells and
enhance the increase in NO production, which is probably
one of the main mediators of neuronal cell loss [8,10-15].
Moreover, other signaling pathways, such as the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) and the NF-xB signal-
ing cascade, are considered canonical pathways involved
in inflammatory-mediated neurodegenerative disorders
[12—-14]. Currently, three major constituents of the MAPK
family have been characterized in mammals: extracellular
signal-regulated kinases (ERK1/2), c-Jun N-terminal
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kinases (JNKs) (JNKI, 2, and 3), and p38 MAPKs con-
sisting of four isoforms (¢, B, v, and ). When activated,
these kinases phosphorylate both cytosolic and nuclear
target proteins. Previous studies suggest that these signal-
ing cascades are critical for the control of inflammatory
processes in the brain, including the activation of micro-
glia in response to cytokines and the induction of iNOS
[13,16-18].

Recently, there has been much interest in the neuropro-
tective effects of melatonin, which has been shown to be
effective in protecting against almost all experimental
models of neurodegenerative diseases and age-related
cognitive decline, such as in beta-amyloid-treated C6
cells, in neurotoxicity induced by 1-methyl-4-phenyl-1,
2.3.6-tetrahydropyridine (MPTP) and parkinsonian toxins,
and in KA-induced cell loss and prion protein-mediated
neurotoxicity [19-26]. The potential neuroprotective
effects of melatonin may reside in a vast number of phys-
iological functions, including its antioxidant properties, its
interactions with intracellular signaling pathways, the
regulation of cell survival or apoptotic genes, and mito-
chondrial function [19,22,26].

Few studies have been done with primary glial cell
cultures (mixed cultures of astrocytes and microglia) in
order to evaluate the anti-neuroinflammatory properties
of melatonin. Although astrocytes and microglia are two
distinct types of glial cells in the central nervous system
(CNS) with differences in morphology and functional
properties, they are regarded as immune active cells, and
in some instances, they share common innate immune
responses [26-30]. Moreover, astrocytes exert important
functions in the brain, among them synthesis of neu-
rotrophic factors, ion homeostasis, and regulation of
extracellular glutamate concentration [27-30]. Moreover
glial cells play a crucial role in the normal functioning
of the CNS [30].

The aim of the present work was to assess the anti-
inflammatory potential of melatonin in mixed glial cell cul-
tures treated simultaneously with three pro-inflammatory
cytokines, TNFo, IL1B, and IFNT, and consequently
inducing high production of NO [27.28]. The results
obtained supported the conclusion that melatonin has
effects on the inhibition of NO production and on iNOS
expression after cytokine treatments, giving support to
the anti-oxidant potential of this compound and to its
potential application in the treatment of neurological
disorders.

Materials and methods

Animals and in vitro cell culture procedure

Three-day-old pups of C57BL/6 mice (Harlan, IN, USA)
were used in this study. All animal care and experimen-
tal protocols with post-natal pups were carried out in
accordance with the Directive 86/609EEC of the Council
of the European Union and the procedure established by
the Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca of the

Generalitat de Catalunya. Every effort was made to minimize
animal suffering and reduce the number of animals used.

Mixed glial cell cultures were prepared from the cere-
bral cortices of 3-day-old C57BL/6 mice. Briefly, cerebral
cortices were dissected and meninges removed. The tissue
was incubated with trypsin solution (Trypsin 0.05% (w/v)
trypsin-EDTA 5 mM) for 15 min at 37°C. After that, the
tissue was fragmented with a fire-polished Pasteur pipette.
The dissociated cells were plated into 60-mm diameter
culture plates (300,000 cells/ml) and grown in Dulbecco’s
Modified Eagle’s/F-12 medium, supplemented with 10%
fetal bovine serum, 2% 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-
ethanesulfonic acid, N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’"-(2-
ethanesulfonic acid), 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin. Fresh medium was changed the next day and
then every 3 days afterwards. All experiments were done
7-9 days after plating.

Cell treatment

Glial cultures were treated with pro-inflammatory cytok-
ines (TNFo, 20 ng/ml; IL1p, 20 ng/ml; IFNT", 20 ng/ml)
(PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA) or with the same
volume of phosphate buffer saline (PBS) as the control.
As indicated, cells were pre-treated with melatonin
(1 mM: Sigma, St. Louis, MO, USA) 1 h prior to cytokine
treatments or with melatonin alone as a control. In addi-
tion, cells were pre-treated with either SB203580 kinase
inhibitor (Calbiochem, EMD Millipore USA) or mela-
tonin, at concentrations ranging from 10 uM to 1 mM,
and in order to test the specificity of melatonin inhibitory
effect on p38 pathway.

Cell viability

Cell viability assays were performed after 48 h of treat-
ment and were determined using 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide [MTT;
Sigma, St. Louis, MO, USA] assay, crystal violet, and
Hoechst staining. MTT was added to the cells at a final
concentration of 250 uM and incubated for 4 h at 37°C
allowing the formation of formazan crystals. Then, the
media were removed and formazan crystals were dis-
solved with DMSO. Formazan production was measured
by the absorbance at 540 nm using a spectrophotometer
(Microplate Spectrophotometer Benchmark Plus Bio-
Rad). For crystal violet staining, cells were fixed with
4% paraformaldehyde in PBS for 20 min at room tem-
perature (RT). After that, cells were washed twice with
PBS, incubated 30 min at RT in a 0.25% crystal violet
solution, washed twice again with PBS, and left to dry.
Finally a 30% acetic acid solution was added to remove
the dye incorporated in the cells and absorbance was read
at 590 nm. For nuclei staining, cells were plated onto
glass coverslips. After treatments, cells were fixed as
described above, incubated for 10 min with Hoechst
33342 (1 pg/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA) and then
washed again. Coverslips were mounted with Fluo-
romont-G (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
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USA), and conserved at 4°C until observation in the
fluorescent microscope (Olympus BX61). All viability
results were expressed as percentages with respect to
non-treated cells.

Immunofluorescence

Mixed glial cell cultures were plated onto glass cover-
slips. After treatments, cells were fixed as described
above. After washing three times with PBS containing
0.02% Triton X-100 (PBST), nonspecific binding of anti-
bodies was blocked by 5% Bovine Serum Albumin for
30 min at RT. Then cells were washed twice with PBST
and incubated with rabbit anti-Ibal antibody at 4°C over-
night (ON) (1:1000, Wako Chemicals, Richmond, VA,
USA) to detect microglial cells. After three washes with
PBST, cells were incubated for 90 min at RT with goat
anti-rabbit AlexaFluor 594 secondary antibody (1:500;
Life Technologies). Cells were washed three times with
PBST before incubation for 90 min at RT with monoclo-
nal antibody against GFAP (1:500; Millipore Corpora-
tion, Billerica, MA, USA) After that, cells were washed
and incubated with goat anti-mouse AlexaFluor 488 sec-
ondary antibody (1:500; Life Technologies). Finally, cells
were incubated with Hoechst for 10 min and washed
twice with PBS. Stained cover-slips were mounted onto
microscope slides with Fluoromont-G (Electron Micros-
copy Sciences, Hatfield, PA, USA) and immunostaining
was observed under the microscope (Olympus BX61).

NO measurement

NO released from glial cells was converted to nitrite in the
culture medium, which can be determined using the Griess
reaction. Culture medium was collected after 48 h of treat-
ments and an equal volume of Griess reagent was added
(sulfanilamide 1%, o-naphthylethylenediamine dihydro-
chloride 0.1%, and 2.5% phosphoric acid). Absorbance
was read in a spectrophotometer at 540 nm and sodium
nitrite was used as a standard. From the same dishes, pro-
tein concentrations were measured using bicinchoninic
acid (Pierce Company, Rockford, IL, USA) in order to
normalize the nitrite concentrations.

Western blot

After treating cells with cytokines and melatonin,
cells were washed twice with ice-cold phosphate-
buffered saline and harvested in lysis buffer containing
150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 50 mM Tris, 1 mM EDTA,
1%Triton X-100, and pH 7.2 with protease inhibitors
(Complete, Roche Diagnostics, Germany). Protein
concentration was determined using bicinchoninic acid
protein assay with the Pierce BCA Protein Assay Kit
(Pierce Company, Rockford, IL, USA). Ten microgram
of protein was denatured at 95°C for 5 min in sample
buffer (0.5 M Tris—-HCI, pH 6.8, 10% glycerol, 2% sodium
dodecyl sulfate (SDS), 5%p-mercaptoethanol, and
0.05% bromophenol blue) and samples were subjected to
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SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (7.5% Acril-
amide: N,N"methylbisacrylamide,37,5:1: Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and subsequently transferred
onto polyvinylidene fluoride membrane (Immun-Blot
PVDF Membrane, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Membranes were incubated ON at 4°C with
primary antibodies against phospho-JNK (Thrl83/
Tyr185), phospho-c-Jun (Ser73), phospho-p44/42 MAPK
(Thr202/Tyr203), iNOS, phospho-Statl (Tyr701), phos-
pho-Stat3 (Tyr705), IKBalpha, and B-actin (1:20000;
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). The blots were
then washed thoroughly in TBS-T and incubated for 2 h
with a horseradish peroxidase-conjugated anti-IgG
antibody, followed by the enhanced chemiluminescence
detection system (Molecular Image Quantity ChemiDoc
XRS+ BioRad) according to the supplier’s instructions.
Chemiluminescence measurements and semi-quantitative
values were obtained using the corresponding software
Imagelab (Bio-Rad) and the results were expressed as a
percentage with respect to control. The corresponding
[-actin was taken for each sample to normalize for any
differences in gel loading.

P38 activity assay

P38 activity assay was performed using the p38 MAP
Kinase Assay Kit (Cell signaling) following the manu-
facturer’s recommendations. Briefly, p38 was immuno-
precipitated from 200 pg protein. After that, the samples
were washed and centrifuged twice with lysis buffer and
kinase buffer discarding supernatants. ATP, protein
fusion (ATF), and kinase buffer were added to each sam-
ple, which was then incubated at 37°C for 30 min. After
that, samples were used to follow the western blot pro-
tocol described previously. The primary antibody was
pATF2 in a 1:1000 dilution. Chemiluminescence mea-
surements and semi-quantitative values were obtained
using the corresponding software Imagelab (Bio-Rad)
and the results were expressed as a percentage with
respect to control.

RT-PCR

Total RNA was isolated from mixed glial cultures treated
with cytokines and melatonin at 6 and 24 h. Briefly, cells
were homogenized in the presence of Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Sigma-Aldrich, MO,
USA). Chloroform was added and the RNA was precipi-
tated from the aqueous phase with isopropanol at 4°C.
RNA was reconstituted in RNase-free water. The RNA
quality and concentration were evaluated by NanoDrop
ND-1000 spectrophotometry (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA).

First-strand cDNA was reverse transcribed from 1 ug
of total RNA using the High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). The same amounts of cDNA were subsequently
used for qRT-PCR and each sample was analyzed in
triplicate. The Tagman Gene Expression Assay (Applied
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Biosystems) was used for the nos2 gene and data were
obtained with the MiniOpticon Real-Time PCR system
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and normal-
ized to GAPDH using the delta-delta Ct method.

Statistical analysis

Results were analyzed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni multiple comparison tests. Differences with
p<0.05 were considered significant.

Results
Effect of cytokines on glial viability

Firstly, we evaluated the viability of cell culture under
each different treatment by MTT, crystal violet, and
Hoechst assays. The results obtained evidence that any
treatment (cytokines alone, melatonin, and the combina-
tion of melatonin and cytokines) affected cell viability
(Figure 1).

Likewise glial cell culture was characterized using spe-
cific antibodies (see material and methods) (Figure 2). As
shown in the Figure 2, we used two specific antibodies,
GAF (marker of astrocytes) and IBA-1 (marker of micro-
glial cells). Following treatment with cytokines an activa-
tion of microglial cells was observed.

Cytokine treatment induces an increase
in glial NO production

To investigate whether cytokine-treated glial cells increase
NO production, we treated primary glial cells with differ-
ent pro-inflammatory cytokines, such as TNFa, IL1B, and
IFNY. Treatments were done individually, in combina-
tions of two (TNFa-IFNy, TNFo-IL1, and IL1B-IFNY),
and with all three cytokines. To determine NO produc-
tion, we measured nitrite released into the culture medium
using the Griess reagent. Only the combinations TNFo—
IFNy; IL1B-IFNy, and TNFa-IL1B-IFNy showed a sig-
nificant NO increment respect control (Figure 3A). The
most significant increment was obtained when cells were
treated with three cytokines together. Then, we tested NO
synthesis at 24, 48, and 72 h in cells treated with TNFo.,
IL1B, and IFNY. Results showed a progressive increase
of NO levels at 48 and 72 h after cytokine treatment
(Figure 3B). Since the combination of the three pro-
inflammatory cytokines was the treatment that resulted
in the greatest induction of NO production, the following
experiments were performed with this treatment.

Melatonin decrease NO production mediated
by cytokines in glial cells

When glial cells were pre-treated with melatonin
before cytokine treatment, the production of NO was sig-
nificantly inhibited (Figure 4A). The observed inhibition
is proportional to melatonin concentration and can be
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Figure 1. Treatment of glial cell cultures with three TNFo-
IL1B-IENT does not induces cell death. After 48 h of cytokine
treatment different cell viability assays were performed (see
material and methods). Each point is the mean = SEM of three or
four independent experiments.

related to the effect of melatonin on p38 pathway, as can
be seen when glial cells are pre-treated with the kinase
inhibitor SB203580 (Figure 4B).

In addition, to support this diminution of NO, we also
evaluated whether melatonin suppresses the induction of
nos2 transcription. Thus, from the different treatments of
glial cells, the relative amounts of nos2 mRNA were
determined by real-time RT-PCR. As expected, cytokine
treatment induced a marked increase in nos2 mRNA lev-
els in glial cells, which was reduced by pre-treatment with
melatonin (Figure 4C). The inhibitory effects of mela-
tonin on cytokine-induced nos2 mRNA up-regulation
were accompanied by a reduction in iNOS protein levels
(Figure 4B). Taken together, our current data prove that
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TNFa-IL1B3-IFNy
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Iba-1

48hours  GFAP

Figure 2. Typical image of glial cultures which have been characterized with two specific glial markers such as GFAP (astrocytes,
green) and Iba 1 (microglia, red) at 24 and 48 h. Likewise, Hoechst (blue), it is also used to marked the cell nuclei. For further details see

materials and methods.

melatonin inhibits the inflammatory activation of glial
cells with respect to nos2 induction and NO production.

Molecular pathways involved in NO generation by
cytokines in glial cells

MAPKSs are known to play an important role in the signal-
ing pathways that induce pro-inflammatory cytokines and
INOS increase in glial cells [13,16-18]. Western blot
analyses showed that the combination of the three cytok-
ines, TNFo—IL1B-IFNY, induced the activation of differ-
ent MAPK proteins. More specifically, a time-course
analysis evidenced the activation of JNK and its substrate
c-Jun at ser73, and p38, while no hyperphosphorylation
of ERK1/2 was observed at any time under these experi-
mental conditions (Figure 5). These activations occurred
between 30 min and | h after treatment. Moreover, pro-
inflammatory pathways, such as STAT-1 and STAT-3,
were activated after 30 min of cytokine treatment, together
with a decrease in IKBa levels, indicating the activation
of NFkB (Figure 5).

Melatonin inhibits p38 signaling pathway in glial cells

To investigate whether the inhibition of nos2 induction
and NO production by melatonin is regulated by one of

these pathways, we examined the effects of melatonin on
cytokine-induced phosphorylation of INK, c-Jun, STAT-1,
STAT-3, IKBa, and p38 MAPK activity. Pre-treatment
with 1-mM melatonin before incubation with cytokines
only inhibited the activity of the MAPK p38. The phos-
phorylation of JNK, ERK, STATI, STAT3, and IKBa
levels was not affected (Figures 6 and 7). Strikingly, mela-
tonin only inhibits the p38 MAPK activity in glial cell
cultures.

Discussion

Neuroinflammation is involved in the pathology of neuro-
degenerative disease through the expression of cytotoxic
mediators, especially pro-inflammatory cytokines and free
radicals [4,12,14,17,31]. It is well known that inflamma-
tory mediators are able to activate glial cells and trigger
the expression of different genes, such as nos2.
Likewise, iNOS contributes to NO synthesis,
increasing free radical formation and promoting brain
damage [4,5,7-10]. High levels of NO exert their toxic
effects through multiple mechanisms, including lipid
peroxidation, mitochondrial damage, protein nitration
and oxidation, depletion of antioxidant reserves, activation
or inhibition of various signaling pathways, and DNA
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Figure 3. (A) Nitrite levels in medium of glial cells at 48 h of treatment with different cytokines and their combinations. (B) Nitrite levels
at 24, 48, and 72 h after treatment with TNFo~IL1B-IFNT. Each point is the mean = SEM of three independent experiments. (**, p <0.01;

#*% p<0.001 with respect to control).

damage [1,6,7,12]. Thus, NO produced by iNOS seems to
be a key mediator of such glial activation induced neu-
ronal death [7]. In the present study we demonstrated
that melatonin counteracted both the over-expression
of nos2 mRNA and the production of NO induced by
pro-inflammatory cytokines. Likewise, nitrite release after
glial activation by pro-inflammatory cytokines may be a
potential pathological event responsible for neuronal
degeneration in neighboring neurons [6,12,14,29]. Inter-
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estingly, we demonstrated this immunomodulatory effect
of melatonin in primary glial culture. Melatonin inhibits
nos2 expression and, consequently, the increase in iNOS
protein levels and NO production. Moreover, previous
studies have described that up-regulation of iNOS is
involved in neuronal degeneration associated with PD and
AD [12,14,25.31]. Therefore, this immunomodulatory
effect of melatonin on glial cell activation might partly
explain its central role in brain neuroprotective action. The
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Figure 4. (A) Nitrite levels at 48 h in medium of non-treated cells, melatonin (1 mM)-treated cells, cytokine-treated cells and melatonin
pre-treated cells before cytokine treatment. (B) Nitrite levels at 48 h in medium of cytokine-treated cells, pre-treated with concentrations
ranging from 10 uM to 1 mM of either melatonin or the specific kinase inhibitor SB203580. Both SB203580 and melatonin
reduced significantly nitrite levels at 0.5 mM and 1 mM, respectively. (C) nos2 mRNA levels at 6 h of different treatments. (D) Western
blot against iNOS at 24 h of different treatments. Each point is the mean = SEM of three independent experiments. (***, p<0.001 with
respect to vehicle control and ##, p<0.01 for melatonin pre-treated cells with respect to cytokine alone treated cells).
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Figure 5. Western blots against phospho JNK, phospho c-Jun, phospho ERK1/2, phospho STATI, phospho STAT3, IkBo,and p38 activity
at different time points after cytokine treatment. All western blots were normalized with actin. For each point, the mean value of three

independent experiments is presented. (*, p <0.05 with respect to vehicle control).

Control 30’ 1h
TNF-a = IL1-b =IFN-g = - + + & +
Melatonin (1mM)

- + - + = +
— e
phospho JNK -

AN | — ——————

143 3.18* 2.79* 2.92* 2.24*

phospho c-Jun | . — ‘ -
actin | — — R ——

1 1.24 2.23* 1.65* 2.97* 3.55*%
W — —
phospho ERK 1/2 — P —
S e e S WSS S
1 0.81 0.83 0.89 0.89 0.84
P38 activity | M o= - |
1 0.59%* 0.97 0.47** 1.45* 0.67**

Figure 6. Western blots against phospho JNK, phospho c-Jun, phospho ERK1/2, p38 activity at 30 min and 1 h after cytokine treatment
with or without melatonin pre-treatment. All western blots were normalized with actin. For each point, the mean value of three independent
experiments is presented. (*, p <0.05 with respect to vehicle control and #, p < 0.05 with respect to melatonin pre-treated cells).
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Figure 7. Western blots against phospho STAT1, phospho STAT3,
and IxkBo, at 30 min and 1 h after cytokine treatment with or without
melatonin pre-treatment. For each point, the mean value of three
independent experiments is presented. (*, p<0.05 with respect to
vehicle control).

study of melatonin effects on glial cells is particularly
important, considering the coexistence of neurons and glia
in the brain. The interactions of different cell types under
damaging conditions have an important role since they can
favor the process of cell death or neuroprotection.

Likewise, neurotoxic molecules, such as MPTP and
(-amyloid, may induce iNOS in glial cells [6,7,24]. Indeed,
in amyotrophic lateral sclerosis (ALS), iNOS immunore-
activity is showed in activated astrocytes [19]. All these
experiments give support to the involvement of iNOS in
neurological disorders.

Several reports have previously described that mela-
tonin down-regulated iNOS induction in various models
such as in the C6 astrocytoma cell line after treatment with
the parkinsonian neurotoxin MPTP, in renal tissues, and
in the liver of SAMPS [32,33]. In addition, melatonin has
been used as a model to design and synthesize new fami-
lies of compounds that act as NOS inhibitors and as poten-
tial neuroprotective drugs [34]. However, the mechanism
involved in melatonin-induced iNOS inhibition in glial
cells mediated by pro-inflammatory cytokines is not
clearly understood [27,28,35,36].

IL1B-TNFa-IFNy

vl b

STAT1 STAT3 JNK p38 ——— Melatonin

nos2

l

l Nitric oxide

Figure 8. Pro-inflammatory cytokines activate different pathways
in glial cells. Cytokines induce an increase of NO through an
induction of nos2 expression. Melatonin inhibits NO production,
since it partially inhibits the expression of nos2, through the
inhibition of p38 MAPK.

For this reason, in the present study we also investi-
gated the signaling pathways involved in pro-inflammatory
cytokines. As shown in Figure 3, cytokines trigger the
activation of several pathways, such as the JNK and p38
kinase, which are known to be intimately involved in the
inflammatory process and apoptosis. In addition, we
found a significant increase in STATI and STAT3 phos-
phorylation. Moreover, the levels of IxkBow decreased,
indicating the activation of NFkB. In the present study,
we demonstrated that melatonin was only able to inhibit
p38 MAPK specifically, without affecting the other path-
ways, as can be shown by the exposure of cells to a p38
specific inhibitor SB203580. The p38 MAPK family
consists of highly conserved proline-directed serine/
threonine protein kinases that are activated in response to
inflammatory signals [13]. These protein kinases differ
in their tissue distribution, regulation of kinase activation,
and subsequent phosphorylation of downstream substrates
[17,18]. Interestingly, in recent studies on C6 astrocytoma
cells, it has been demonstrated that MPTP regulated
iNOS activity through p38 activation and was also inhib-
ited by melatonin [33].

Previous studies have shown that MAPKs are involved
in cytokine-mediated iNOS induction in astrocytes, oligo-
dendrocytes, and microglial cells. Moreover, the p38
MAPK was found to play an important role in nos2 gene
expression in response to cytokine and some stimuli, such
as taxol [27,28]. Likewise, both the p38 MAPK and JNK
pathways could function in parallel in the process of glial
activation. Thus, in the present study, our data indicate
that, in mixed glial cells, multiple mechanisms may con-
tribute to the nos2 expression, including the activation of
MAPK, NF«p, and JAK-STAT pathways; however, mela-
tonin specifically inhibits only p38.

In addition to glial activation, p38 MAPK is also rec-
ognized as a kinase responsible for excessive tau phos-
phorylation in AD [37]. Likewise the p38 MAPK cascade
is involved in the regulation of the memory process
mainly, through induction of mGluR-dependent LTD in
the hippocampus [38]. Accordingly, all these studies sug-
gest that activation of p38 MAPK accompanies memory
deficit in AD. Moreover, in a model of transient focal
cerebral ischemia, antisense knockdown of NOS2 mRNA
significantly reduced ischemic brain lesion [39]. On the
other hand, in experimental models of PD and inflamma-
tion, iNOS inhibition ameliorates all the symptomatology
of this neurodegenerative process [34,40,41].

Emphasize that melatonin concentrations used in our
study and therefore the immunomodulatory effects are in
line with the anti-inflammatory effects of melatonin in
other cell lines specifically macrophages and BV2 murine
microglial cell line [42,43].

In summary, the present study demonstrates that pro-
inflammatory cytokines activate glial cells increasing
NO production through a sustained activation of MAPK
and STAT pathways. However melatonin significantly
only prevents p38 MAPK activation following cytokine
treatment, enough to reduce the nos2 expression and sub-
sequent nitrite release (Figure 8). Our data suggest that,
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in addition to the well-known free radical scavenger
properties of melatonin, neuroprotective effects may be
also mediated by the inhibition of nitrite release by glial
cells through the inhibition of nos2 expression. For that
reason, we propose that this hormone may be a promis-
ing therapeutic strategy in neuroinflammatory-associated
disorders.

Acknowledgments

We thank the Language Advisory Service of the
University of Barcelona for revising this manuscript.

Declaration of interest

The authors report no declarations of interest. The authors
alone are responsible for the content and writing of the
paper.

This study was funded by grant 2009/SGR00853 from
the Generalitat de Catalunya (autonomous government
of Catalonia), by grants BFU2010-19119/BFI, SAF2011-
23631 and SAF2012-39852-C02-01 from the Spanish
Ministerio de Ciencia e Innovacion.

References

[1] Khandelwal PJ, Herman AM, Moussa CE. Inflammation in the
early stages of neurodegenerative pathology. ] Neuroimmunol
2011;238:1-11.

[2] SmithJA, Das A, Ray SK, Banik NL. Role of pro-inflammatory
cytokines released from microglia in neurodegenerative
diseases. Brain Res Bull 2012:87:10-20.

[3] Di Stefano A, lannitelli A, Laserra S, Sozio P. Drug delivery
strategies for Alzheimer’s disease treatment. Expert Opin
Drug Deliv 2011:8:581-603.

[4] Rubio-Perez JM, Morillas-Ruiz JM. A review: Inflammatory
process in Alzheimer’s disease, role of cytokines. Scientific
WorldJournal 2012:75:63-57.

[5] Suzumura A, Takeuchi H, Zhang G, Kuno R, Mizuno T. Roles
of glia-derived cytokines on neuronal degeneration and
regeneration. Ann N'Y Acad Sci 2006;1088:219-229.

[6] Brown GC. Mechanisms of inflammatory neurodegeneration:
Inos and nadph oxidase. Biochem Soc Trans 2007:35:
1119-1121.

[7] Brown GC. Nitric oxide and neuronal death. Nitric Oxide
2010;23:153-165.

[8] Chen M, Sun HY, Li SJ, Das M, Kong JM, Gao TM. Nitric
oxide as an upstream signal of p38 mediates hypoxia/
reoxygenation-induced  neuronal  death.  Neurosignals
2009;17:162-168.

[9] Saha RN, Pahan K. Signals for the induction of nitric
oxide synthase in astrocytes. Neurochem Int 2006:49:
154-163.

[10] Saha RN, Pahan K. Regulation of inducible nitric oxide
synthase gene in glial cells. Antioxid Redox Signal 2006;8:
929-947.

[11] Bhat NR, Zhang P, Lee JC, Hogan EL. Extracellular signal-
regulated kinase and p38 subgroups of mitogen-activated
protein kinases regulate inducible nitric oxide synthase and
tumor necrosis factor-alpha gene expression in endotoxin-
stimulated primary glial cultures. J Neurosci 1998:18:
1633-1641.

Melatonin suppresses nitric oxide production 127

[12] Brown GC, Neher JJ. Inflammatory neurodegeneration and
mechanisms of microglial killing of neurons. Mol Neurobiol
2010:41:242-247.

[13] Kaminska B, Gozdz A, Zawadzka M, Ellert-Miklaszewska A,
Lipko M. Mapk signal transduction underlying brain
inflammation and gliosis as therapeutic target. Anat Rec
(Hoboken) 2009;292:1902-1913.

[14] Sastre M, Klockgether T, Heneka MT. Contribution of
inflammatory processes to Alzheimer’s disease: molecular
mechanisms. Int J Dev Neurosci 2006;24:167-176.

[15] Sheng W, Zong Y, Mohammad A, Ajit D, Cui J, Han D, et al.
Pro-inflammatory cytokines and lipopolysaccharide induce
changes in cell morphology, and upregulation of erkl/2,
inos and spla(2)-iia expression in astrocytes and microglia.
J Neuroinflammation 2011:8:121.

[16] Bachstetter AD, Van Eldik LJ. The p38 map kinase family
as regulators of proinflammatory cytokine production in
degenerative diseases of the CNS. Aging Dis 2010:1:
199-211.

[17] Ji RR, Suter MR. P38 mapk, microglial signaling, and
neuropathic pain. Mol Pain 2007:3:33.

[18] Kyriakis JM, Avruch J. Mammalian mapk signal transduction
pathways activated by stress and inflammation: A 10-year
update. Physiol Rev 2012;92:689-737.

[19] Barbeito LH, Pehar M, Cassina P, Vargas MR, Peluffo H,
Viera L, et al. A role for astrocytes in motor neuron loss
in amyotrophic lateral sclerosis. Brain Res Brain Res Rev
2004:47:263-274.

[20] Bondy SC, Li H, Zhou J, Wu M, Bailey JA, Lahiri DK.
Melatonin alters age-related changes in transcription
factors and kinase activation. Neurochem Res 2010;35:
2035-2042.

[21] Borah A, Mohanakumar KP. Melatonin inhibits 6-
hydroxydopamine production in the brain to protect against
experimental parkinsonism in rodents. J Pineal Res 2009;
47:293-300.

[22] Carpentieri A, Diaz de Barboza G, Areco V, Peralta Lopez M,
Tolosa de Talamoni N. New perspectives in melatonin uses.
Pharmacol Res 2012;65:437-444.

[23] Chung SY, Han SH. Melatonin attenuates kainic acid-induced
hippocampal neurodegeneration and oxidative stress through
microglial inhibition. J Pineal Res 2003;34:95-102.

[24] Feng Z, Zhang JT. Protective effect of melatonin on
beta-amyloid-induced apoptosis in rat astroglioma c6 cells
and its mechanism. Free Radic Biol Med 2004;37:
1790-1801.

[25] Ionov M, Burchell V, Klajnert B, Bryszewska M, Abramov
AY. Mechanism of neuroprotection of melatonin against beta-
amyloid neurotoxicity. Neuroscience 2011;180:229-237.

[26] Jeong JK, Moon MH, Lee YIJ, Seol JW, Park SY. Melatonin-
induced autophagy protects against human prion protein-
mediated neurotoxicity. J Pineal Res 2012;53:138-146.

[27] Bhat NR, Feinstein DL, Shen Q, Bhat AN. P38 mapk-mediated
transcriptional activation of inducible nitric-oxide synthase in
glial cells. Roles of nuclear factors, nuclear factor kappa b,
camp response element-binding protein, ccaat/enhancer-
binding protein-beta, and activating transcription factor-2.
J Biol Chem 2002;277:29584-29592.

[28] Bhat NR, Zhang P, Bhat AN. Cytokine induction of inducible
nitric oxide synthase in an oligodendrocyte cell line: Role of
p38 mitogen-activated protein kinase activation. ] Neurochem
1999:72:472-478.

[29] Verkhratsky A. Physiology of neuronal-glial networking.
Neurochem Int 2010;57:332-343.

[30] Verkhratsky A, Kirchhoff F. Glutamate-mediated neuronal-
glial transmission. J Anat 2007:210:651-660.

[31] Graeber MB, Li W, Rodriguez ML. Role of microglia in cns
inflammation. FEBS Lett 2011;585:3798-3805.

[32] Lee IC, Kim SH, Lee SM, Baek HS, Moon C, Park SC, et al.
Melatonin attenuates gentamicin-induced nephrotoxicity and
oxidative stress in rats. Arch Toxicol 2012;86:1527-1536.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA
Nohora Milena Martinez Lépez

128

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

A. Vilar et al.

Niranjan R, Nath C, Shukla R. The mechanism of action of
MPTP-induced neuroinflammation and its modulation by
melatonin in rat astrocytoma cells, c6. Free Radic Res 2010;
44:1304-1316.

Camacho ME, Carrion MD, Lopez-Cara LC, Entrena A,
Gallo MA, Espinosa A, et al. Melatonin synthetic analogs
as nitric oxide synthase inhibitors. Mini Rev Med Chem
2012:12:600-617.

Bettahi I, Pozo D, Osuna C, Reiter RJ, Acuna-Castroviejo D,
Guerrero JM. Melatonin reduces nitric oxide synthase activity
in rat hypothalamus. J Pineal Res 1996;20:205-210.
Tocharus J, Chongthammakun S, Govitrapong P. Melatonin
inhibits amphetamine-induced nitric oxide synthase mrna
overexpression in microglial cell lines. Neurosci Lett 2008;
439:134-137.

Chang KH, de Pablo Y, Lee HP, Lee HG, Smith MA, Shah K.
Cdk5 is a major regulator of p38 cascade: relevance to
neurotoxicity in Alzheimer’s disease. J Neurochem 2010;
113:1221-1229.

Ashabi G, Ramin M, Azizi P, Taslimi Z, Alamdary SZ,
Haghparast A, et al. Erk and p38 inhibitors attenuate memory
deficits and increase creb phosphorylation and pgc-lalpha
levels in abeta-injected rats. Behav Brain Res 2012:232:
165-173.

[39]

[40

1

[41]

[42]

[43]

Parmentier-Batteur S, Bohme GA, Lerouet D, Zhou-Ding L,
Beray V, Margaill I, Plotkine M. Antisense oligodeoxy-
nucleotide to inducible nitric oxide synthase protects against
transient focal cerebral ischemia-induced brain injury. J Cereb
Blood Flow Metab 2001;21:15-21.

Tapias V, Escames G, Lopez LC, Lopez A, Camacho E,
Carrion MD, et al. Melatonin and its brain metabolite n(1)-
acetyl-5-methoxykynuramine prevent mitochondrial nitric
oxide synthase induction in parkinsonian mice. J Neurosci
Res 2009:87:3002-3010.

Niranjan R, Nath C, Shukla R. Melatonin attenuated mediators
of neuroinflammation and alpha-7 nicotinic acetylcholine receptor
mRNA expression in lipopolysaccharide (LPS) stimulated rat
astrocytoma cells, C6. Free Radic Res 2012; 46:1167-1177.
Xia MZ, Liang YL, Wang H, Chen X, Huang YY, Zhang ZH,
et al. Melatonin modulates TLR4-mediated inflammatory
genes through MyDS88- and TRIF-dependent signaling
pathways in lipopolysaccharide-stimulated RAW264.7 cells. J
Pineal Res 2012;53:325-334.

Min KIJ, Jang JH, Kwon TK. Inhibitory effects of melatonin
on the lipopolysaccharide-induced CC chemokine expression
in BV2 murine microglial cells are mediated by suppression
of Akt-induced NF-xB and STAT/GAS activity. J Pineal Res
2012:52:296-304.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA MELATONINA, LEPTINA Y ACIDOS GRASOS: DOCOSAHEXAENOICO, EICOSAPENTAENOICO Y PALMITICO,
EN LA MODULACION DE LA INFLAMACION EN CELULAS DE GLIA

Nohora Milena Martinez Lépez

[Frontiers in Bioscience, Landmark, 21, 8-19, January 1, 2016]

Molecular links between early energy metabolism alterations and Alzheimer’s disease

Ignacio Pedros1'2, Ivan Patraca’, Nohora Martinez1, Dmitry Petrov

Carme Auladell“, Carlos Beas-Zarate5, Jaume Folch'

1 3

, Francesc X. Suredaz,

'Unitats de Bioquimica i, 2Farmaco/ogia, Facultat de Medicina i Ciencies de la Salut, Centro de Investigacion
Biomedica en Red de Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED), Universitat Rovira i Virgili,
C./St. Lloreng 21 43201 Reus (Tarragona), Spain, 3Unitat de Farmacologia i Farmacognosia Facultat de
Farmacia, Institut de Biomedicina (IBUB), Centros de Investigacion Biomedica en Red de Enfermedades
Neurodegenerativas (CIBERNED), Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain 4Departament de Biologia
Cellular, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain, 5Departamento de Biologia
Celular y Molecular, C.U.C.B.A., Universidad de Guadalajara and Division de Neurociencias, Centro de
Investigacion Biomedica de Occidente (CIBO), Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Sierra Mojada

800, Col. Independencia, Guadalajara, Jalisco 44340, Mexico

1. Abstract
2. Introduction
3. Metabolic syndrome, adipokines and AD
3.1. Energy metabolism and AD
3.2. Cholesterol, fatty acids and AD
3.3. Alzheimer’s disease or “brain diabetes”
3.4. The “missing link” between T2DM and AD
4. Concluding remarks
5. Acknowledgments
6. References

1. ABSTRACT

Recent studies suggest that the neurobiology
of Alzheimer's disease (AD) pathology could not be
explained solely by an increase in pB-amyloid levels. In
fact, success with potential therapeutic drugs that inhibit
the generation of beta amyloid has been low. Therefore,
due to therapeutic failure in recent years, the scientists are
looking for alternative hypotheses to explain the causes of
the disease and the cognitive loss. Accordingly, alternative
hypothesis propose a link between AD and peripheral
metabolic alteration. Then, we review in depth changes
related to insulin signalling and energy metabolism in the
context of the APPSwe/PS1dE9 (APP/PS1) mice model
of AD. We show an integrated view of the changes that
occur in the early stages of the amyloidogenic process in
the APP/PS1 double transgenic mice model. These early
changes affect several key metabolic processes related
to glucose uptake and insulin signalling, cellular energy
homeostasis, mitochondrial biogenesis and increased Tau
phosphorylation by kinase molecules like mTOR and Cdk5.

2. INTRODUCTION

Alzheimer’s disease, in the more common
sporadic form (SAD), is one of the most common causes
of senile dementia and the numbers of new cases
of the disease are increasing exponentially. The AD

progression is associated with the formation of senile
p-amyloid (AP) plaques and cognitive decline. In the
early 1980s, the biochemical characterization of senile
plaques, in patients with Down’s syndrome and AD, led
to the identification of AP peptide as a major component.
The AP is a product of the AR protein precursor (APP),
and the relationship between APP and AP caused the
formulation of the amyloid cascade hypothesis. Then,
mutations in APP (or other genes) lead to an increase in
AP and to disease (1,2).

The majority of AD research is carried out using
animal models that have increased Ap levels compared
to controls, and while AR pathology is mimicked in these
models, many other factors associated with AD pathology
are not. The APP/PS1 double transgenic mouse is
a genetically modified mouse model that has been
generated to try to mimic human AD pathology. In the APP/
PS1 line, two strategies are combined to reach elevated
AR levels: overexpression of the mutant human amyloid
precursor protein encoding gene, together with the mutant
presenilin-1 gene, which additionally impairs amyloid
protein processing leading to elevated Ap42 levels (3-5).

Despite the existence of several mice models
for AD, the early onset of pathological changes as the
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cerebral amyloidosis present at 6-8 weeks old mice,
allow to consider APP/PS1 mice a good model to study
the familial form of AD. A detailed review concerning
differential characteristics of the AD mice strains can be
found in Bilkei-Gorzo (5). Among them, Tg2576, APP23,
APP/PS1 and the triple transgenic 3xtg AD mice strains
express the so called Swedish mutation. It consists in a
695-amino acid isoform of human Alzheimer A precursor
protein containing the substitution of Lys670 by Asn and
Met671 by Leu. Whereas APP/PS1 mice is a good model
to study the early onset of pathological changes, the
Tg2576, APP23, and 3xtg strains express a late onset
form of the disease. Loss of both noradrenergic and
cholinergic neurons is unique to double transgenic APP/
PS1 and 3xtg mice. By contrast, none of these models
show massive neuronal loss in cortex and hippocampus.
The APP/PS1 strain show amyloid plaques formation
along with Tau protein hyperphosphorylation (3).
Only in 3xtg mice strain neurofibrillary tangles can be
observed (6).

It has been demonstrated that APP/PS1
mice show increased insoluble B-amyloid production
accompanied by brain plaque pathology and early memory
loss, becoming evident at the age of 6 months (7-9).
Recent data demonstrated that cognitive decline occur
early before amyloid plaque deposition in APP/PS1 mice
and, then, in this experimental model soluble B-amyloid
peptide should be involved in early cognitive impairment.
Acutely administered soluble AP oligomers have recently
been reported to induce impairments in memory function
(10,11) possibly by disturbing acetylcholinesterase (ACh)
or NMDA receptors signalling systems (12,13). In fact,
several studies have demonstrated impaired function of
ACh and NMDA receptors signalling systems in multiple
transgenic mouse models of Alzheimer's disease like
APP/PS1 (11,12). Since PS1/APP mice aggressively
generate AP (14), excessive concentrations of soluble
AP oligomers may lead to the observed memory deficits
by functionally disrupting the ACh and NMDA receptors
signalling pathways. Thus APP/PS1 mice are commonly
used in AD research for behavioural tests and studying
the molecular mechanisms in plaque formation and thus
AD progression (8,9,15).

3. METABOLIC SYNDROME, ADIPOKINES
AND AD

Despite the genetic and cell biological evidence
that supports the amyloid hypothesis, it is becoming clear
that AD aetiology is complex and that AR alone is unable
to account for all aspects of AD (16,17). For many years,
it has been suspected that AD is a generalized metabolic
disorder, but little evidence has emerged to confirm this
suspicion. Published data have suggested metabolic
syndrome as an independent risk factor for AD. Decades
of fruitless search for effective therapies have led to the
suggestion that the treatment usually starts too late in the

course of the disease to be able to modify it, and can only
be detected when pathology is already advanced (18).

There is evidence of a relationship
between adipokines and AD. The adipokines,
are cytokines secreted by adipose tissue. Among them,
leptin, adiponectin, tumour necrosis factor (TNF)-alpha,
interleukins (IL-6), and also molecules like Pituitary-
derived prolactin (PRL), a well-known regulator of the
lactating mammary gland, recently shown to be produced
by human adipose tissue (19). Adipokines have come to
be recognized for their contribution to the mechanisms by
which obesity and related metabolic disorders influence
diseases like cancer or AD. It has been observed that
AD patients display increased circulating levels of
anorexigenic adipokines, related to gender, that may
contribute to the metabolic changes observed in AD
patients (20).

Among the adipokine genes associated to AD,
we can find the obese gene (ob) which is responsible
of the synthesis of the adipostatic hormone leptin
(Lep). Leptin is a hormone secreted by adipose
tissue that acts to suppress appetite and regulate
energy expenditure. In humans, recent studies have
suggested an association between higher Lep levels
and a reduced incidence of dementia and AD (21). In
rodents, Lep modulates the production and clearance
of AR (22). Mice with Lep receptor disruption show
impaired long-term potentiation, synaptic plasticity
and spatial learning, whereas treatment with Lep
increases Af and tau clearance as well as amelioration
of AD-like pathology (23-25). More recently it has
been demonstrated that leptin resistance in the
hippocampus may play a role in the characteristic
changes associated with AD (26). In this study,
whereas leptin mMRNA was decreased in hippocampus,
increased leptin was found and, then, suggesting
a discontinuity in the leptin signalling pathway. The
lack of leptin signalling within degenerating neurons
may represent a novel neuronal leptin resistance
in Alzheimer disease.

Similar to the ligand, the prolactin receptor
(PRLR) has also been shown to be a member of the
larger class of receptors, known as the class 1 cytokine
receptor superfamily. Prolactin is secreted by the pituitary,
decidua, and lymphoid cells, has been shown to have
a regulatory role in reproduction, immune function, and
cell growth in mammals. Elevated levels PRL, oxytocin,
progesterone and glucocorticoids are characteristics
of lactation and the pronounced fluctuation of these
hormones occurring in this phase may play a role
protecting the hippocampus. Indeed, it has been
shown that PRL administration to ovariectomized rats
significantly diminishes the deleterious effects of kainic
acid (KA) in the dorsal hippocampus and reduces
the progression of KA-induced seizures (27). Thus,
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lactation is a natural model for neurcprotection because
it effectively prevents acute and chronic cell damage of
the hippocampus induced by excitotaxicity. Furthermore,
it has been shown that PRLR affects energy balance
and metabolic adaptation in rodents via effects on
brown adipose tissue differentiation and function (28).
In fact, recent findings show that circulating prolactin
improves glucose homeostasis by increasing insulin
action and secretion (29). It has been demonstrated
that PRL loss resulted in learning and memory deficits
in the PRL null mice, as indicated by significant deficits
in the standard behavioural tests requiring input from the
hippocampus (30).

Despite molecules like PRL have not been
clearly associated to AD, it seems clear the presence of
PRLR in several brain areas like cortex, hypothalamus
and hippocampus, and identified in both astrocytes and
glial cells (31). Then, changes downstream prolactin
receptor involve key molecules related to fatty acid
oxidation, mitochondrial biogenesis, inflammation and
memory processes. Among them, we can point out
the PPARy coactivator-1o (PGC-1a) a molecular link
between metabolic syndrome, A generation and AD.

3.1. Energy metabolism and AD

Besides the role of adipokines per se, it has
also been shown that alterations in energy metabolism
also promote the development of AD. Mitochondrial
structural and functional perturbations in AD have been
recognized for some time, and led Swerdlow and Khan to
propose the mitochondrial cascade hypothesis (32). This
hypothesis proposes that inherited mutations in mtDNA
determine the basal functional ability of mitochondria
and their ability to respond to and recover from stress
signalling. The histopathology of AD develops when the
mitochondria loss their functions below a certain point,
and includes neuronal apoptosis, f-amyloid deposition,
and neurofibrillary tangles (33).

Mitochondrial biogenesis is the process by
which cells generate new mitochondria and, if necessary,
increase mitochondrial mass. PGC-1u is a member of a
family of transcription co-activators that plays a central
role in the regulation of cellular energy metabolism
and stimulates mitochondrial biogenesis (34). PGC-1u
participates in the regulation of both carbchydrate and
lipid metabolism (35). Although the role of PGC-1a in
peripheral disorders such as obesity and diabetes is well
known, the role in neurons is currently a great interest
because is a key regulator of energy metabolism (34).
In addition, PGC-1u is also involved in the regulation
of genes that protects neurcnal cells from oxidative
stress such as mitochondrial superoxide dismutase.
Finally, PGC-1a coordinates mitochondrial biogenesis
in at least some tissues such as muscle, heart, liver,
and pancreas via co-activation of various transcription
factors (33,34).

It has been recently shown that PGC-10 mRNA
and protein levels are reduced in AD subject brains
(36,37). As Selfridge and colleagues suggested (33),
even if PGC-1u changes represent a consequence as
opposed to cause of AD pathology, PGC-1c remains an
attractive target for therapeutic intervention. Whether
mitochondrial mass changes in AD, it is reasonable
to postulate that increasing mitochondrial mass may
alleviate bioenergetics-related stress in the AD brain.

PGC-1c is regulated by several metabolism-
responsive elements like AMPK, which is activated by
elevated AMP/ATP ratios. AMPK is a cellular energy
sensor conserved in all eukaryotic cells. AMPK regulates
the activities of a number of key metabolic enzymes
through phosphorylation (38). It protects cells from
stresses that cause ATP depletion by switching off
ATP-consuming biosynthetic pathways. AMPK can
phosphorylate and directly activate PGC-1a (39).

Furthermore, previous data suggest that AMPK,
besides the important cellular functions such as cellular
energy sensor, can also phosphorylate substrates like
Tau protein and, thus, could favour its aggregation.
lts phosphorylation makes it soluble and causes
microtubule disassembly. In extreme situations as in AD,
hyperphosphorylation of Tau leads to the formation of
neurofibrillary tangles. It is well established that neurons
are elongated cells. To maintain neuronal function they
need efficient delivery of cellular organelles (such as
mitochondria, endoplasmic reticulum, lysosomes, proteins,
and lipids from soma to axons, dendrites and synapses.
Hoover et al. (40) investigated the localization of abnormal
Tau in dendritic spines using rTgP301L tau mice. They
found that early Tau-related deficits develop not from
the loss of synapses or neurons, but rather as a result
of synaptic abnormalities caused by the accumulation of
hyperphosphorylated Tau within intact dendritic spines.

PPARs are ligand-activated transcription
factors of the nuclear receptors superfamily. The levels
of PPARs have been reported to decline with age (41).
PPARy is highly expressed in adipose tissue and is
a major regulator of insulin and glucose metabolism.
PGC-1a is a PPAR transcriptional co-activator, and
elevated levels of PGC1o change the composition of
peroxisomes, so that they might exhibit decreased
insulin degradation and purine metabolism. Then,
it can be suggested that the link between energy
metabolism and the amyloid cascade hypothesis can
rely in the fact that PPARy regulates the transcription
of B-secretase (BACE1), a key enzyme involved in AR
generation. In turn PGC-1a controls major metabolic
functions through the co-activation of PPARYy and other
transcription factors (42). In conclusion, since PGC-1a
appears to decrease AP generation, therapeutic
modulation of PGC-1c could have real potential as a
treatment for AD.
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3.2. Cholesterol, fatty acids and AD

Several strategies have proved to be effective
in slowing down the pathological process or in improving
the health status of the APP/PS1 mice (5) and, among
them, can be pointed out the caloric restriction (43). From
the 1930s it has been reported that caloric restriction
(CR) mitigates neurological damage and, furthermore,
rats submitted to CR live almost twice as long as non-
restricted rats. Since that time, findings from a diverse
range of species support the view that CR exerts beneficial
effects on health and longevity, and is also able to reduce
amyloid accumulation in middle-aged APP/PS1 mice.
Then, excessive consumption of calories, particularly fat,
opposes healthy brain aging though mechanisms that
remain to be elucidated (43).

Hyperlipidemia, hypercholesterolemia, and
obesity are all associated with increased accumulation
of amyloid in AD and mouse models that form AD-type
amyloid plaques. The brain is rich in cholesterol and
substantial in vitro and animal evidence indicates that
cholesterol levels in the brain affect the synthesis,
clearance, and toxicity of Ap (44). Then, elevated cerebral
AP levels can be associated with cholesterol fractions
in a pattern analogous to that found in coronary artery
disease. In fact, a large amount of evidence suggests
a pathogenic link between cholesterol homeostasis
dysregulation and AD, where altered cholesterol
metabolism and hypercholesterolemia appear to play
fundamental roles in amyloid plaque formation and
tau hyperphosphorylation (45). Experiments carried
out with the use of low density lipoprotein receptor
(LDLR)-deficient mice link  hypercholesterolemia
with cognitive dysfunction, potentially mediated by
increased neuroinflammation and APP processing
(46). Furthermore, it has been demonstrated, using an
Ap25-35-injected AD-like pathological mouse model,
that hypercholesterolemia accelerated Af accumulation
and tau pathology, which was accompanied by microglial
activation and subsequent aggravation of memory
impairment (47).

By contrast, it is unknown if a specific fatty-
acid composition influences the development of AD,
and published results are controversial. For instance,
an study based on the Uppsala Longitudinal Study of
Adult Men (ULSAM) cohort show that serum levels of
saturated FAs were inversely associated with risk of
AD, in sharp contrast to experimental studies (48). By
contrast, research carried out in the APP/PS1 mice
model show that AD increases susceptibility to body
weight gain induced by short-term high-fat diet (HFD)
feeding, and to the associated glucose intolerance and
insulin resistance (49).

Nevertheless, protective effects of omega-3
fatty acids have been hypothesized (50-52). This can be
supported on epidemiologic results and on the evidence

1"

that decreased levels of omega-3 fatty acids have been
observed in brain tissue of people with AD, specifically
in areas that mediate learning and memory. Thus, these
observations reinforce an innovative approach that
focuses on the protective action exerted by molecules
naturally occurring in food and, at higher content, in
dietary supplements (52,53).

Then, recognition of the correlation between AD
and dyslipemia could be an important step forward for
our understanding of AD pathogenesis and, possibly, for
the development of new therapeutic strategies. However,
the underlying mechanisms remain unknown.

3.3. Alzheimer’s disease or “brain diabetes”

It has been described that obesity and diabetes
significantly increase cognitive decline and AD risk,
supporting the notion that molecular mechanisms
of cellular energy homeostasis are linked to AD
pathogenesis. Furthermore, biological plausibility for this
relationship has been framed withinthe metabolic cognitive
syndrome concept. Thus, several early biomarkers have
been proposed and many of them rely on the definition
of AD as a “Cognitive Metabolic Syndrome” or “Diabetes
3" (54). Then, AD would be a degenerative metabolic
disease in which brain glucose uptake and utilization are
impaired. Furthermore, a growing body of epidemiological
evidence suggested that metabolic syndrome and its
components (impaired glucose tolerance, abdominal or
central obesity, hypertension, hypertriglyceridemia, and
reduced high-density lipoprotein cholesterol) may be
important in the development of age-related cognitive
decline, mild cognitive impairment, vascular dementia,
and AD (55). In fact, results from hippocampal gene
expression studies in normal mice, show several aging-
dependent up-regulated processes and, among them,
lipid catabolism, proteolysis, cholesterol transport,
and myelinogenesis (56,57). Additionally, a consistent
observation is that persons with AD, despite unchanged
eating habits, begin to lose weight several years prior
to the onset of clinical symptoms, suggesting the link
between adipose tissue metabolism and AD (25,58,59).

Epidemiological, clinical, and basic studies have
shown a relationship between AD and Type 2 Diabetes
Mellitus (T2DM), and that the main physiological link
between both conditions is peripheral and central
insulin signalling impairment (60). T2DM triggers a
condition of “diabetic encephalopathy” characterized
by electrophysiological, structural and neurochemical
changes leading to cognitive impairments (61). In fact,
results from the so called “Hisayama Study” indicate
that altered expression of genes related to diabetes
mellitus in AD brains is a result of AD pathology, which
may thereby be exacerbated by peripheral insulin
resistance or diabetes mellitus (62). These cognitive
deficits associated to T2DM have been argued to be due
in large part to an impaired central insulin modulation in
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the hippocampus, which is a critical region for memory
processing (63). In fact, adults with newly diagnosed pre-
diabetes or T2DM show insulin resistance associated
with reductions in regional cerebral glucose metabolism
and subtle cognitive impairments (64). Interestingly, the
insulin signalling overlaps with pathways that regulate
both synaptic plasticity and memory processes (63).
Therefore, insulin has effects on memory storage and
synaptic physiology (65,66).

Published results indicate that there is a close
link between insulin deficient diabetes and cerebral
amyloidosis in the pathogenesis of AD (67,70). Despite
the active research on this field in recent years, the
molecular mechanisms involved in the pathophysiology
observed in both diseases remain unclear. It has been
shown that p-amyloid peptide and phosphorylated tau
accumulation also occur in T2DM rat models that exhibit
neurite degeneration and neuronal loss (71). These
changes appear to be associated with insulin resistance
and hypercholesterolemia, and emphasize the role of
energy metabolism control in the etiopathology of the AD.
Results from Chua and colleagues have demonstrated an
alteration in brain insulin proteins in APP/PS1 females,
and the alteration of this pathway is responsible of the
increase in brain p42 level in APP/PS1 mice (72). Thus,
authors suggest that the brain insulin signallingimpairment
is involved in the amyloid accumulation in female APP/
PS1 mice. Sadowski and colleagues demonstrated a
correlation between the hippocampal levels of amyloid
plaques and glucose utilization at 22 months of age (73).

It has been suggested from human brain
imaging studies that impaired glucose utilization in AD
precedes the onset of cognitive deficits and, thus, it will
be the cause of AD. Therefore, brain glucose metabolism
defects are strongly associated with memory impairment
in AD brain. In agreement with that, early markers related
to insulin function, like circulating insulin-like growth factor
| (IGF-I) have been recently proposed (18). Furthermore,
it has been shown that insulin tolerance tests revealed
significant hyperglycaemia in mice overexpressing
mutant amyloid precursor protein and presenilin-1
(APdED9), either by cross-breeding them with pancreatic
insulin like growth factor 2 (IGF-2) overexpressing
mice, or by feeding them with high-fat diet (74). In fact,
it has been shown that local and systemic levels of
IGF1 are altered in such CNS diseases as Alzheimer.
IGF1 has emerged as a crucial factor in the CNS; it is
involved in normal cognitive function and successful
aging, in addition to development. In this context,
insulin binds to the insulin receptor and insulin receptor
substrates 1 and 2 (IRS-1 and IRS-2), and is involved
in the modulation of hippocampal synaptic plasticity and
memory consolidation (75).

Then, it can be concluded that the
association between obesity and altered signalling

mechanisms of insulin implies a greater susceptibility to
neurodegenerative processes.

3.4. The “missing link” between T2DM and AD

Several studies have shown that AD and T2DM
may share another common pathways to pathology, both
kinases involved in Tau phosphorylation and microtubule
stability: the mammalian target of rapamycin (mTOR) and
the cyclin dependent kinase 5 (Cdk5). The kinase mTOR
plays a key role in maintaining energy homeostasis in
the brain and other tissue types (76,77). As an energy
sensor, mTOR regulates numerous cellular pathways
including protein translation, cell growth and proliferation.
In fact, mTor mediates the synthesis and aggregation of
Tau, resulting in compromised microtubule stability (78).
Furthermore, the authors describe that changes of
mTOR activity cause fluctuation of the level of a battery
of Tau kinases such as protein kinase A, v-Akt murine
thymoma viral oncogene homolog-1, glycogen synthase
kinase 3, cyclin-dependent kinase 5, and Tau protein
phosphatase 2A. In addition, compelling evidence
indicated that the sequential molecular events such as the
synthesis and phosphorylation of Tau can be regulated
through p70 S6 kinase, the well characterized immediate
downstream target of MTOR. Acommon pattern observed
in both post-mortem AD brains and drug-oriented in vitro
and in vivo models, is an aberrant accumulation of MTOR.
Recently,rapamycinhasbeenshowntobeneuroprotective
in models for Alzheimer's disease in an autophagy-
dependent manner. Caccamo and colleagues (79) and
Spilman and colleagues (80) showed that rapamycin
rescued cognitive deficits by suppressing extracellular
AR deposition and intracellular Tau accumulation (81).
In fact, treatment with rapamycin has proved to reduce
Ap42 levels and to improve cognitive function through
inhibition of MTOR signalling in two independent mouse
models of AD (77,79,80). Finally, it has been shown that
rapamycin exerts neuroprotection via a novel mechanism
that involves presynaptic activation (82) and rapamycin-
treated hippocampal neurons are resistant to the
synaptotoxic effect induced by AP oligomers, suggesting
that enhancers of presynaptic activity can be therapeutic
agents for Alzheimer's disease.

It has been proposed that mTOR modulate
insulin signalling in times of high nutrient exposure. nTOR
directly phosphorylates the insulin receptor leading to
its internalization; this, in turn, results in a decrease of
mTOR signalling (83, 77). However, through the same
mechanisms, chronic mTOR hyperactivity leads to insulin
resistance, a key feature of T2DM (84). Then, as Orr and
colleagues propose (77), since mTOR hyperactivity is
common to both diabetes and AD, mTOR signalling could
be considered a molecular link between these two age-
related diseases.

In addition to mTOR, the hyper-activation of
Cdk5/p25 can be related to AD and T2DM (85). Cdk5
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Figure 1. The image shows a complex grid of interactions resulting from the correlations that can be found among metabolic processes and key
molecules involved in AD. Results from animal models of AD, like APPswe/PS1dE9, show early down-regulation of glucose and insulin signalling
pathways and energy metabolism. The observed changes are complex and are related to insulin and adipokine receptors signalling impairment, all along
with alterations in cholesterol and fatty acids metabolism. All together cause changes that affect the activity of key molecules like AMPK and PGC-1a,
involved in mitochondrial biogenesis, PPAR and BACE activity regulation and A deposition. Since Tau expression is regulated by insulin/IGF-I, and by
AMPK, changes in neurofibrillary tangles can be related to energy impairment. Finally, an increased activity of mTOR, Cdk5 and p35 could be responsible

of increased Tau phosphorylation and neurofibrillary tangles formation.

is an atypical cyclin-dependent kinase localized in the
brain, and its activity is dependent upon binding to p35/
p39. In addition, while cdk5 has important physiological
functions related to brain development, the breakdown
of cdk5/p35 into cdk5/p25 increases its kinase activity

and nauratavicihs Intaractinaly in racant vaarg incraacad
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cdk5/p25 expression has been demonstrated in the
brains of patients with Alzheimer's and Parkinson’s
diseases. Experimental studies performed in neuronal cell
cultures indicate that cdk5/p25 plays a prominent role in
apoptosis. In fact, The Cdk5-p25 forms a more stable and
hyperactive complex, causing aberrant phosphorylation of
cytoskeletal components like Tau and neurofilaments, and
induces cell death. It has been shown that cells treated
with high glucose concentrations exhibit an induction of
p25, the p35-derived truncated fragment which hyper
activates Cdk5 in neurons. Cdk5/p35 has been implicated
in cytoskeletal protein phosphorylation in normal brain
and in many human neurodegenerative disorders (86).
Significant increases in Cdk5 activity and the localization
of Cdk5 in neurodegenerative lesions have been
demonstrated in several diseases, including AD (87).

Studies illustrate that p35 regulates the subcellular
distribution of Cdk5 and cytoskeletal proteins in neurons
and that Cdk5 has a hierarchical role in regulating the
phosphorylation and function of cytoskeletal proteins. All
these data supports the hypothesis that cdk5/p25 acts

an A maatar ramiilatar Af maiiranal aall daath ln addidiam
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cdk5/p25 might also interact with other pathways such as
GSK-3f and c-JUN kinase.

Recent studies have identified P5, a truncated
24-aa peptide derived from the Cdk5 activator p35,
later modified as TFP5, so as to penetrate the blood-
brain barrier after intraperitoneal injections in AD model
mice (84). Since this treatment inhibited abnormal Cdk5
hyperactivity and significantly rescued AD pathology in
these mice, the authors suggest that TFP5 peptide may
be a novel candidate for type 2 diabetes therapy.

4. CONCLUDING REMARKS

In summary, the reviewed results show early
down-regulation of glucose andinsulin signalling pathways
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and energy metabolism in an APPswe/PS1dE9 model of
Alzheimer disease (Figure 1). These changes affect the
activity of key molecules like AMPK and PGC-1¢, involved
in mitochondrial biogenesis. It reinforces the hypothesis
that the preceding events in the amyloidogenesis are
related with both insulin signalling and energy metabolism
impairment. Then, initial hypothesis of insoluble A fibrils

Haass, B Ghetti, C Czech, C Hdélscher, PM
Mathews, M Jucker. Abeta42-driven cerebral
amyloidosis in transgenic mice reveals
early and robust pathology. EMBO Rep 7,
940-6 (2006)
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synapse failure, neuronal dysfunction and also cognitive Ther 142, 244-57 (2014)
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