
ADVERTIMENT. Lʼaccés als continguts dʼaquesta tesi queda condicionat a lʼacceptació de les condicions dʼús
establertes per la següent llicència Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptación de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set
by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en

ESTUDIO DE VARIANTES ESTRUCTURALES DE APOA-I Y APOJ RECOMBINANTES COMO
APROXIMACIÓN TERAPÉUTICA EN EL CONTEXTO DE LA -AMILOIDOSIS CEREBRAL

Sofía Fernández de Retana Alda



ADVERTIMENT. Lʼaccés als continguts dʼaquesta tesi queda condicionat a lʼacceptació de les condicions dʼús
establertes per la següent llicència Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptación de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set
by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en

ESTUDIO DE VARIANTES ESTRUCTURALES DE APOA-I Y APOJ RECOMBINANTES COMO
APROXIMACIÓN TERAPÉUTICA EN EL CONTEXTO DE LA -AMILOIDOSIS CEREBRAL

Sofía Fernández de Retana Alda



 

 

 

 

 

ESTUDIO DE VARIANTES ESTRUCTURALES DE 
APOA-I Y APOJ RECOMBINANTES COMO 
APROXIMACIÓN TERAPÉUTICA EN EL 

CONTEXTO DE LA β-AMILOIDOSIS CEREBRAL 

 

 

Sofía Fernández de Retana Alda 

 

 

Doctorado de Neurociencias 

Instituto de Neurociencias (INc) 

Facultad de Medicina 

Universitat Autònoma de Barcelona (UAB) 

 

Directores: 

Dra. Mar Hernández Guillamón 

Dra. Mary Cano Sarabia 

 

Tutor: 

Dr. Joan Montaner 

Barcelona, 2018 

 

TESIS DOCTORAL 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta Tesis Doctoral se ha realizado en el Laboratorio de Investigación 
Neurovascular del Institut de Recerca del Hospital Vall d´Hebron (VHIR) en 
colaboración con el grupo de Nanoquímica Supramolecular y Materiales (NanoUp) 
del Institut Català de Nanociència i Nanotecnologia (ICN2). Gracias a la 
financiación del Instituto de Salud Carlos III (PI14/01134 and PI13/00364), 
cofinanciado por fondos FEDER y la Fundació Marató TV3 (40/U/2014).  

El Laboratorio de Investigación Neurovascular pertenece a la red INVICTUS+. Y 
el ICN2 está financiado por fondos MINECO del gobierno de España a través del 
Programa para Centros de Excelencia Severo Ochoa (SEV-2013-0295). 



  



Agradecimientos 
En primer lugar, tengo que agradecer al Laboratorio de Investigación 
Neurovascular, y en especial a la Dra. Mar Hernández, la oportunidad de poder 
realizar mi Tesis Doctoral. Han sido años muy enriquecedores en los que he 
aprendido mucho más de lo que imaginaba, pese a lo sorprendentemente rápido que 
pasa el tiempo. Tengo que agradecer a Mar la confianza que ha depositado en mí y 
que siempre haya tenido la puerta abierta para escuchar y discutir mis dudas y 
propuestas, he disfrutado mucho.  

Gracias también al grupo NanoUp y en especial a la Dra. Mary Cano, por acercarme 
al mundo de la Nanociencia. Por haber tenido siempre tanta paciencia y 
predisposición ayudándome con conceptos que se alejaban bastante de mi 
formación universitaria pero que me han resultado muy interesantes. Ha sido una 
oportunidad increíble poder trabajar con vosotras. 

Por supuesto, gracias a todos los compañeros del LIN, tanto a los de ahora como a 
los que ya no están, por haber ayudado en esta Tesis Doctoral. Tengo que hacer una 
mención especial a las chicas “Amiloides” Paula y Montse. Porque, especialmente 
estos últimos meses, no sé qué hubiera sido de mí sin su ayuda. ¡Sois unas cracs! Y 
me ha encantado poder trabajar con vosotras. El otro agradecimiento especial, tiene 
que ser sí o sí para Marina y Alba, porque un sprint final es más llevadero en 
compañía. Gracias por las risas, las crisis, las charlas y por todo en general. ¡¡Us 
trobaré molt a faltar!! 

A todos los buenos amigos que he hecho en Barcelona. Ana y Cris muchas gracias 
por todos esos raticos, ¡ha sido una suerte conoceros! A la familia Ventalló, 
especialmente a Irene y Anna, por las cenas en familia y por hacer posible que vivir 
en el imprevisible Ventalló sea acogedor. Y ti a Aida, por ser más que familia. 

A mi kuadrila: Ander, Arrate, Tania, Oihana, Iban, Rubén, Sergio, Nerea, Iker e 
Itxaso. Y también a Iratxe. Por estar siempre cerca, pese a la distancia. ¡Es una 
suerte teneros! 

A Mikel, por poner solo facilidades y sumar siempre en positivo. Por aportar el 
punto de tranquilidad que a veces tanto le falta a mi caos. Te quiero mucho. 

A mi amatxo, por ser una guerrera y por anteponerme a prácticamente todo. Gracias, 
porque si no hiciéramos tan buen equipo, no hubiera podido terminar esto. Te 
quiero. 

Pero con el permiso de todos los anteriores, le dedico esta Tesis a mi aita. Gracias 
literalmente por todo, por ser mi ejemplo a seguir y por enseñarme que, por lo que 
merece la pena, hay que pelear hasta el final. Aunque sepas que a veces no se puede 
ganar. Te quiero y te echo de menos. 



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

“La inteligencia, 

es la capacidad de adaptarse” 

 

J.R.R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  



RESUMEN 9 
 

Resumen 
La β-amiloidosis cerebral se caracteriza por la acumulación del péptido β-amiloide (Aβ) en 

el parénquima y vasos cerebrales siendo la principal característica neuropatológica de la 

Enfermedad de Alzheimer (EA) y la Angiopatía Amiloide Cerebral (AAC). Ambas 

enfermedades se caracterizan por un impacto devastador en los pacientes, sin embargo 

actualmente no existe ningún tratamiento modificador para estas enfermedades. La 

hipótesis más aceptada en el campo propone que la β-amiloidosis cerebral ocurre por la 

desregulación de los mecanismos de eliminación de Aβ de cerebro. En este contexto, se ha 

propuesto que las apolipoproteínas ApoA-I y ApoJ/Clusterin tienen un rol protector frente 

a la β-amiloidosis cerebral. Por ello, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral es estudiar 

el potencial terapéutico de variantes genéticas y estructurales sobre las proteínas 

recombinantes ApoA-I y ApoJ, respectivamente, en un modelo animal de β-amiloidosis 

cerebral. 

La primera estrategia se basó en el estudio del potencial terapéutico de la variante genética 

de ApoA-I, ApoA-I-Milano recombinante humana (rApoA-I-M). Se observó que la 

administración intravenosa crónica en el modelo murino de β-amiloidosis cerebral APP23 

promovió una disminución de la carga β-amiloide parenquimal y vascular mediante el 

aclaramiento del péptido Aβ de cerebro a sangre, así como una disminución de la 

neuroinflamación. En segundo lugar, se formuló ApoJ recombinante humana en 

nanodiscos de HDLs reconstituidos (nanodiscos rHDL-rApoJ). Por un lado, esta 

estructura mostró mayor capacidad de promover el eflujo de colesterol in vitro y tras la 

administración periférica colocalizó con vasos afectados por Aβ en el modelo murino de β-

amiloidosis cerebral APP23. Sin embargo, el tratamiento crónico con nanodiscos rHDL-

rApoJ en el modelo APP23 no mostró una mayor capacidad de prevenir la acumulación de 

β-amiloide en cerebro  que la proteína rApoJ libre. Por otro lado, la administración crónica 

periférica de rApoJ humana libre resultó en una disminución del β-amiloide vascular y 

carga β-amiloide insoluble, así como un aminoramiento de la muerte neuronal en 

hipocampo. Este efecto se acompañó de un aumento en la expresión del marcador 

lisosomal CD68 en la microglía alrededor de las placas neuríticas, proponiendo que la 

administración de ApoJ a nivel periférico promueve la eliminación de Aβ mediante 

estimulación de la fagocitosis en el parénquima cerebral. 

En resumen, consideramos que esta tesis doctoral contribuye a una mejor comprensión de 

los efectos de ApoA-I y ApoJ circulantes sobre la β-amiloidosis cerebral y propone el valor 

terapéutico potencial de rApoA-I-M y rApoJ en el contexto de la EA y AAC. 
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Abstract 
Cerebral β-amyloidosis is characterized by parenchymal and vascular deposition of 

Amyloid-β peptide (Aβ), being the main neuropathological hallmark of Alzheimer´s 

Disease and Cerebral Amyloid Angiopathy (CAA). Both diseases are characterized by a 

devastating impact on patients. Nevertheless, currently there is absence of a disease-

modifying therapeutic strategy. The most accepted hypothesis in the field proposes that 

cerebral β-amyloidosis occurs by a deregulation of Aβ elimination pathways. In this 

context, ApoA-I and ApoJ/Clusterin apolipoproteins have been proposed to have 

protective role against cerebral β-amyloidosis. Thus, the main objective of this Doctoral 

Thesis is to study the therapeutic potential of genetic and structural modifications in 

recombinant ApoA-I and ApoJ respectively, using an animal model of cerebral β-

amyloidosis. 

The first strategy was to study the potential therapeutic value of a naturally occurring 

genetic variant of ApoA-I, recombinant ApoA-I-Milano (rApoA-I-M). The chronic 

intravenous administration of human rApoA-I-M in the cerebral β-amyloidosis mice model 

APP23, lead to a significant reduction in both vascular and parenchymal Aβ, promoting the 

Aβ clearance from brain into the bloodstream. The treatment also showed lower levels of 

certain neuroinflammatory markers. Secondly, recombinant ApoJ was formulated in 

reconstituted HDL nanodiscs (rHDL-rApoJ nanodiscs). On one hand, this structure was 

more effective than free rApoJ promoting the cholesterol efflux in vitro and after 

intravenous administration; rHDL-rApoJ nanodiscs co-localized with fibrillar Aβ affected 

vessels. Nevertheless, the chronic peripheral administration of rHDL-rApoJ nanodiscs in 

the APP23 mice model did not improve the effect of free rApoJ in terms of cerebral β-

amyloid accumulation. Indeed, the chronic intravenous administration of free human 

rApoJ prevented the number of β-amyloid affected brain vessels and the total cerebral 

insoluble Aβ load together with amelioration of neuronal loss in the hippocampus. This 

effect was accompanied by an increased in the expression of the lysosomal marker CD68 in 

microglial cells in the periphery of Aβ deposits, proposing that circulating rApoJ promotes 

the Aβ elimination through cerebral phagocytosis stimulation. 

In summary, we consider that this Doctoral Thesis contributes to the understanding of the 

role of circulating ApoA-I and ApoJ in cerebral β-amyloidosis and proposes the potential 

therapeutic value of rApoA-I-M and free rApoJ in the context of AD and CAA. 
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1.1- El péptido β-amiloide 

1.1.1- La producción del péptido β-amiloide 
 

El péptido β-amiloide (Aβ) es el producto del procesamiento secuencial de la 

Proteína Precursora Amiloide (PPA). La proteína PPA (110 KDa) es una proteína 

con un sólo paso transmembrana que cuenta con un largo dominio extracelular y un 

pequeño dominio citosólico. En su procesamiento canónico se pueden distinguir el 

procesamiento amiloidogénico y el no amiloidogénico dependiendo de qué 

secuencia de secretasas actúe (Figura 1).  

 

Figura 1: Esquema del procesamiento de PPA por la vía amiloidogénica y no amiloidogénica. PPA: 
Proteína Precursora Amiloide, s-PPAα y s-PPAβ: fracciones solubles de PPA α- y β-, PPA-FCT83 y 
PPA-FCT99: Fragmentos C-terminales de PPA de 83 y 99 aminoácidos respectivamente, DICP: 
Dominio Intracelular citosólico de PPA. (Modificado de Thathiah y Strooper, 20111). 
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En el procesamiento no amiloidogénico, α-secretasa actúa sobre PPA liberando los 

fragmentos s-PPAα (soluble extracelular)  y PPA-FCT83 (Fragmento C-Terminal, 

anclado a la membrana citosólica). Sobre este último fragmento actúa 

posteriormente el complejo de -secretasa, dando lugar a la liberación de los 

fragmentos solubles DICP (Dominio intracelular de PPA; citosólico) y P3 

(extracelular) ambos sin tendencia a agregar. Sin embargo, en el procesamiento 

amiloidogénico, tras la proteólisis generada por β-secretasa sobre PPA se libera el 

péptido solube s-PPAβ al medio extracelular y deja anclado a la membrana citosólica 

el fragmento C-Terminal PPA-FCT99. Este último fragmento es susceptible a la 

acción de la -secretasa, dando lugar a la liberación del péptido DICP (citosólico) y 

Aβ (extracelular). Por otra parte, el lugar de proteólisis de la -secretasa en el 

procesamiento amiloidogénico puede variar liberando péptidos de Aβ de diferente 

longitud, siendo Aβ40 y Aβ42 (40 y 42 aminoácidos respectivamente) los de mayor 

interés clínico2.  Los monómeros de Aβ (≈ 4 KDa) tienden a una conformación rica 

en hojas-β que es propensa a agregarse formando oligómeros de peso molecular 

variable (Figura 1). Estos oligómeros tienen una tendencia a seguir alongándose 

hasta que se forman grandes fibras insolubles que se depositan en cerebro dando 

lugar a lo que se conoce patológicamente como β-amiloidosis cerebral. Esta 

acumulación de β-amiloide en cerebro da lugar a la Enfermedad de Alzheimer (EA), 

en la que se observan depósitos parenquimales del péptido Aβ y a la Angiopatía 

Amiloide Cerebral (AAC), caracterizada por la presencia de depósitos amiloides en 

los vasos cerebrales. 

 

1.1.2.- Aclaramiento de Aβ de cerebro  
 

La proteína PPA está muy conservada a lo largo de la evolución y su procesamiento 

secuencial está complejamente regulado. Estas características hacen pensar que PPA 

y su procesamiento tiene un rol de importancia biológica en condiciones no 

patológicas. De hecho, diversas publicaciones han intentado arrojar luz sobre este 

asunto. Así, distintos autores han descrito el rol de PPA como un factor clave en 

fases el desarrollo relacionadas con la formación, migración y diferenciación de 
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neuronas. Además, se ha propuesto que la fracción s-PPAα y el péptido Aβ podrían 

participar en la neurogénesis adulta3. Estas evidencias, refuerzan la idea de que la 

producción de Aβ ocurre en condiciones no patológicas y que existen vías de 

eliminación que evitan su acumulación. En este sentido, la hipótesis más aceptada en 

el campo propone que la β-amiloidosis cerebral esporádica ocurre como 

consecuencia de la desregulación de estos mecanismos de eliminación4 (Figura 2). 

Existen diversas rutas de eliminación del péptido Aβ. Por una parte, el péptido Aβ 

puede ser degradado por proteasas secretadas por la glía o neuronas. Neprilisina 

(NEP) y la enzima degradadora de insulina (IDE, Insulin degrading enzyme) han sido 

las proteasas más estudiadas5. Esta vía de eliminación parece estar alterada en 

pacientes con β-amiloidosis cerebral. Así, la actividad de IDE y NEP disminuye en 

cerebros de enfermos con EA6. Por otra parte, también se ha descrito que algunas 

metaloproteinasas (MMP) pueden proteolizar el Aβ in vitro, como ocurre en la 

degradación secuencial del Aβ por MMP-2 y MMP-97.  

 

Figura 2: Mecanismos de eliminación de Aβ de cerebro. (Modificado de Charidimou et al, 2012 8).  
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En otra de las vías de eliminación de Aβ, conocida como absorción por la glía, los 

astrocitos y la microglía pueden fagocitar material β-amiloide a través de distintos 

receptores que han sido relacionados con la enfermedad de Alzheimer como SRB-I 

(Scavenger Receptor-BI) y CD36 (Cluster of Differentiation 36)9, RAGE (Receptor for 

Advanced Glycation End-products)10 y LRP1 (Lipoprotein Receptor Protein-1)11,12 expresados 

tanto en microglía como astrocitos. Por otro lado, el receptor LRP2/megalin 

(Lipoprotein Receptor Protein-2)13 puede mediar la fagocitosis en astrocitos y el receptor 

TREM2 (Triggering Receptor Expressed in Myeloid Cells- 2) puede mediar la fagocitosis de 

Aβ específicamente en microglía14,15.  

La microglía es el tipo celular principal encargado de la respuesta inmune innata en 

cerebro16 que debido a su fenotipo fagocítico, es capaz de internalizar el péptido Aβ 

y promover su degradación por la vía lisosomal o ubiquitin-proteosoma17. Sin 

embargo, esta capacidad fagocítica de la microglía parece estar alterada en modelos 

animales de β-amiloidosis cerebral, impidiendo la correcta digestión del péptido 

Aβ18,19. Por otra parte, pese a que la infiltración de células inmunes del torrente 

sanguíneo a cerebro está muy regulada, se ha observado que en condiciones 

patológicas asociadas al depósito de Aβ puede ocurrir la entrada de monocitos20 que 

rápidamente se diferenciarían a macrófagos activos21. Además, se ha propuesto una 

mayor eficacia fagocítica de los macrófagos derivados de monocitos periféricos que 

de la microglía residente22. Por ejemplo, en estudios previos se ha observado que la 

estimulación de la infiltración de macrófagos periféricos produjo una diminución 

cercana al 90% de la carga β-amiloide en parénquima en un modelo animal de EA 

(Tg2576)23. Por otra parte, la capacidad fagocitar el péptido Aβ parece estar alterada 

en monocitos derivados de pacientes de EA24. Debido a estas evidencias, la 

degradación lisosomal del péptido Aβ, tanto por la microglía residente como por 

macrófagos de origen periférico, parece tener un gran peso sobre el aclaramiento de 

Aβ. Por ello, tratamientos que rescaten la capacidad fagocítica de estos tipos 

celulares, puede ser una estrategia terapéutica prometedora en el contexto de la β-

amiloidosis cerebral25.  

Otro de los mecanismos de eliminación de Aβ más estudiado en los últimos años es 

el “drenaje perivascular”. En este mecanismo los solutos del líquido intersticial 
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difunden a lo largo de la lámina basal de las arterias y capilares cerebrales, en 

dirección contraria al flujo sanguíneo siendo éste impulsado por las pulsaciones 

vasculares, hasta llegar a las arterias leptomeningeas. Una vez allí, el Aβ se elimina 

por los nodos linfáticos cervicales26. Este mecanismo de eliminación parece estar 

alterado en condiciones de AAC, promoviendo la acumulación de Aβ en los 

compartimentos perivasculares provocando la formación de lesiones conocidas 

como espacios perivasculares en el centrum semiovale visibles por resonancia magnética 

(RM), también llamados espacios de Virchow-Robin27. Estos espacios perivasculares 

en el centrum semiovale también han sido detectados por RM en enfermos de EA28, 

por lo que se ha propuesto que alteraciones en el drenaje perivascular también 

pueden contribuir a esta patología26. Conjuntamente con el drenaje perivascular, 

también se ha propuesto la existencia de un “sistema  glinfático”, en el que los 

solutos del líquido intersticial que fluyen por la vía de drenaje perivascular a lo largo 

de las arterias cerebrales,  se filtrarían al neurpilo para terminar en el espacio 

perivenular dónde también ocurre el drenaje de Aβ29. 

Además, el aclaramiento de Aβ de cerebro puede ocurrir a través de la Barrera 

Hematoencefálica (BHE). Los microvasos cerebrales tienen una citoarquitectura 

única cimentando la BHE la cual se caracteriza por tener una baja permeabilidad a 

pequeñas moléculas polares y péptidos, por lo que el transporte a través de la misma 

está estrictamente regulado mediante receptores específicos. Estas características 

permiten al cerebro nutrirse de todos los componentes necesarios para su correcto 

funcionamiento así como deshacerse de metabolitos tóxicos. La BHE está formada 

por las células endoteliales, la lámina basal y los pies de astrocitos y pericitos. Dentro 

de esta compleja estructura, la baja permeabilidad que caracteriza la BHE viene dada 

por la expresión de uniones estrechas (TJ, tight junctions, ocludinas y claudinas) y 

uniones adherentes (AJ, Adherens junctions)30 en las células endoteliales. 

Existen varios receptores que son capaces de interaccionar con Aβ y facilitar su 

transcitosis al otro lado de la célula endotelial polarizada a nivel de la BHE. Entre 

ellos, destacar dos receptores de la familia de las lipoproteínas de baja densidad (Low 

Density Lipoprotein Receptors, LDLR) abundantemente expresados en la parte 

abluminal (hacia cerebro) de la BHE, como LRP131 y LRP2/megalin32,33. Asimismo, 
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se conoce que ciertos transportadores de la familia ABC (ATP-binding cassette) 

también están implicados en el trasporte de Aβ, como ABCB-1/P-gp (p-glycoprotein)34 

o ABCA135.  

Por último, el transporte de Aβ no es unidireccional. El transportador RAGE se 

expresa en la parte luminal de la BHE (hacia sangre) y es capaz de interaccionar con 

Aβ y transportarlo hacia el cerebro36. Además, tras la interacción Aβ-RAGE se da 

una transducción de señal proinflamatoria y una reducción del flujo sanguíneo 

cerebral37. Sin embargo, existen formas solubles circulantes de LRP1 y RAGE 

(sLRP1 y sRAGE) formadas tras el procesamiento por -secretasa que permiten 

secuestrar el Aβ en plasma e impedir su reentrada a cerebro a través de RAGE38. 

Así, se ha propuesto que existe un equilibrio entre los niveles de Aβ circulante y 

cerebral y que el secuestro del Aβ circulante podría promover el aclaramiento de Aβ 

de cerebro. Este mecanismo se ha denominado como  “hipótesis del sumidero 

periférico“ (del inglés; peripheral sink hypothesis) y ha sido demostrado en modelos 

preclínicos donde agentes secuestradores de Aβ, como anticuerpos39 y 

sLRP1b(Sagare et al. 2007), fueron capaces de facilitar la salida de Aβ de cerebro sin 

llegar a penetrar en él. A día de hoy, esta hipótesis sigue bajo investigación ante la 

falta de consistencia con otros estudios40. 

 

1.2-  β-amiloidosis cerebral 
 

Entorno al 90% del Aβ producido es Aβ40 (40 aminoácidos de longitud) aunque 

debido a la mayor capacidad de agregación de Aβ42 (42 aminoácidos de longitud), 

éste último es el mayoritario en los depósitos amiloides en parénquima cerebral 

(placas neuríticas) que caracterizan la EA41. Sin embargo, Aβ40 también tiende a 

formar fibras insolubles, pero en este caso la localización ocurre preferentemente en 

la vasculatura cerebral dando lugar a AAC42. 

Aunque las enfermedades de EA y AAC funcionan como dos entidades 

independientes, son enfermedades estrechamente relacionadas y probablemente con 

mecanismos también relacionados. El 91% de los pacientes de EA también padecen 
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AAC43. Sin embargo, la mayoría de enfermos diagnosticados con hemorragia 

intracerebral asociada a AAC (HIC-AAC), no presentan signos preexistentes de 

EA44 y sólo una minoría de los pacientes de EA presentan HIC debido a una AAC 

severa45. Sin embargo, algunos estudios han observado que poblaciones con EA 

tienen un mayor riesgo de sufrir un evento HIC46. En este contexto, los mecanismos 

que vinculan y que diferencian estas dos enfermedades son considerablemente 

desconocidos. Por ello, se requieren estudios que arrojen luz sobre los distintos 

mecanismos que dirigen la acumulación parénquimal y/o vascular de Aβ. 

 

1.2.1- Angiopatía Amiloide Cerebral 
 

1.2.1.1- Características clínicas y neuropatológicas 
 

La Angiopatía Amiloide Cerebral (AAC) es la principal causa de HIC de localización 

lobar en la población anciana. La HIC no traumática es un subtipo de ictus 

hemorrágico (10-15% de los casos) que se define como un sangrado en el tejido 

cerebral o en los ventrículos cerebrales47. Debido a su elevada tasa de mortalidad 

(≈50%), la HIC es el tipo de ictus más devastador8. En este contexto, la HIC 

asociada a AAC se caracteriza por su elevada tasa de recurrencia, alcanzado cifras de 

23% por año. A partir de autopsias en una población anciana (80-90 años) se ha 

estimado que la prevalencia de AAC es del 20-40% en población sin deterioro 

cognitivo, mientras que se eleva hasta el 50-60% en presencia de demencia48. Pese a 

la elevada prevalencia de la enfermedad en población anciana, el estudio de la AAC 

quizás no haya recibido la atención que merece. Así la AAC ha sido descrita como 

“la enfermedad más devastadora de la que nunca has oído hablar” (Dr. SM 

Greenberg). 

La AAC ocurre como consecuencia del depósito amiloide en los vasos cerebrales. 

Existen varios subtipos de amiloide que pueden provocar depósitos 

cerebrovasculares, como cistatina-C, transtirretina y la proteína priónica (PrP) entre 

otros. Sin embargo, la AAC causada por el depósito de Aβ es, con diferencia, la más 

común49.  
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La AAC causada por el depósito de Aβ se caracteriza por su elevada complejidad y 

heterogeneidad, acentuada por su coaparición con otras enfermedades del pequeño 

vaso y EA. Sin embargo, la característica fisiopatológica más evidente de la AAC es 

la acumulación del péptido Aβ40 en los vasos cerebrales, especialmente en las 

pequeñas arterias leptomeningeas y corticales con una distribución topográfica 

preferencial hacia los lóbulos occipitales50. En los casos severos de AAC la mayoría 

de las arterias y arteriolas están afectadas y el depósito de Aβ40 puede substituir casi 

en su totalidad la túnica media y adventicia de las arterias o disgregar la parte 

exterior de la túnica media, dando lugar a la apariencia patológica de doble barrera. 

También provoca una pérdida de músculo liso, aparición de aneurismas y necrosis 

fibrinoide, debilitando el vaso y favoreciendo su ruptura51,52. Los pacientes de AAC 

también pueden presentar otros signos de la enfermedad detectables por RM tales 

como la presencia de microhemorragias corticales lobares, siderosis superficial 

cortical, hemorragias subaracnoideas, hiperintensidades de la sustancia blanca, 

espacios perivasculares en el centrum semiovale y microinfartos corticales (Figura 3). 

Atendiendo a la localización del depósito amiloide se pueden distinguir dos tipos 

patológicos. En la AAC tipo 1, también conocida como “tipo capilar”, existe 

afectación amiloide en los capilares (con afectación o no de otros vasos) y se ha 

relacionado más íntimamente con los depósitos parenquimales de Aβ típicos de la 

EA;  mientras que en el ACC tipo 2 los depósitos vasculares de Aβ están 

restringidos a las arterias leptomeníngeas o corticales, con ausencia de amiloide en 

los capilares51,53. 

Existen casos familiares de AAC asociada a Aβ causados por mutaciones en el gen 

PPA. Estas mutaciones dan lugar a hemorragias intracerebrales hereditarias con β-

amiloidosis (del inglés HCHWA, Hereditary Cerebral Hemorrhage With Amyloidosis) a 

edades <55 años. La mutación holandesa (E693Q, HCHWA-D, Dutch type, tipo 

holandés54) fue la primera en describirse y genera HIC hereditaria con β-amiloidosis 

cerebral en ausencia de placas seniles. Por otra parte, existen otras mutaciones, 

como la italiana (E693K), que provocan HIC hereditaria sin depósitos β-amiloides 

en parénquima y daño neuronal; u otras íntimamente relacionadas con la aparición 

de AAC severa como la mutación flamenca (A692G) y la Iowa (D694N)55. Por otra 
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parte, otras mutaciones en el gen PPA (Ej. Mutación sueca (K670N/M671L)), 

PSEN1 o PSEN2 (Presenilina 1 y 2, complejos de -secretasa) pueden favorecer el 

procesamiento de PPA por la vía amiloidogénica favoreciendo la aparición de AAC 

a edades tempranas conjuntamente con la presencia de placas seniles56. Sin embargo, 

la inmensa mayoría de los casos de AAC ocurren de manera espontánea con 

presentaciones clínicas a edades > 55 años. 

 

 

Figura 3: Características neuropatológicas de la Angiopatía Amiloide Cerebral (Modificado de 
Charimidou et al, 2012 8). 

 

El deterioro cognitivo y demencia son características clínicas  de la enfermedad que 

pueden presentarse en pacientes que hayan sufrido un evento hemorrágico pero 

también en enfermos de AAC que no hayan padecido ningún ictus. La influencia de 

la AAC sobre la cognición es difícil de estudiar debido a la aparición conjunta con 

otras enfermedades, como la EA. Sin embargo, la capacidad independiente de la 

AAC de causar demencia está ampliamente aceptada. Varios estudios atribuyen a la 

AAC la capacidad de contribuir a la demencia y déficit cognitivo, tanto aumentando 

la probabilidad de padecer demencia como aumentando su severidad57, 

independientemente de haber sufrido un evento HIC58. Más concretamente, un 
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estudio observó que los pacientes con AAC moderada o severa tenían una menor 

velocidad perceptual y mayor deterioro de la memoria episódica de forma 

independiende a la EA59. 

 

1.2.1.2- Diagnóstico y tratamiento 
 

El diagnóstico definitivo de  AAC sólo puede realizarse mediante necropsia de 

tejido cerebral. Sin embargo, en la práctica clínica se utilizan los criterios de Boston 

para el diagnóstico de una posible o probable HIC asociada a AAC 60,63. Estos 

criterios, sin embargo, han mostrado una sensibilidad limitada, por lo que se 

precisan nuevos marcadores no invasivos para mejorar el diagnóstico de AAC en 

vida. Así, el descubrimiento de un buen biomarcador para AAC supondría grandes 

ventajas en términos de diagnóstico temprano, prevención y tratamiento. En este 

sentido, los niveles de Aβ40 y Aβ42, así como TAU total y TAU hiperfosforilada (hp-

TAU) en líquido cefalorraquídeo (LCR) están siendo sujeto de investigación. Por 

ejemplo, un estudio reciente ha mostrado que pacientes con HCHWA-D pre-

sintomáticos presentan niveles más bajos de Aβ40 y Aβ42 en LCR, sin cambios en los 

niveles de TAU total y hp-TAU61. Por otro lado, un reciente meta-análisis con casos 

esporádicos de AAC observó una disminución en los niveles de Aβ40 y Aβ42 en LCR 

y un ligero aumento de TAU total en pacientes de AAC, en comparación con 

controles sanos. Además, este mismo estudio observó diferencias entre casos de 

AAC y EA. Así, los niveles de Aβ42 no mostraros diferencias entre AAC y EA, 

mientras que los niveles de t-TAU, hp-TAU y Aβ40 en LCR resultaron ser 

significativamente menores que en los pacientes de EA62. Pese a estos prometedores 

resultados, el valor de estos biomarcadores en el diagnóstico temprano de AAC 

debería consolidarse en futuros estudios clínicos multicéntricos. 

Atendiendo a las terapias disponibles, los tratamientos se limitan a reducir el 

impacto clínico de la HIC y tratar de disminuir su elevada tasa de recurrencia. En 

este sentido, la bajada de la presión sanguínea ha demostrado minimizar la 

expansión del hematoma en ensayos clínicos63. También se puede realizar la 

evacuación del hematoma, aunque debido a la agresividad de la lesión y a la elevada 
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recurrencia de esta enfermedad, el procedimiento se restringe a un número muy 

limitado de pacientes64. Por otra parte, debido al elevado riesgo de recurrencia de 

HIC asociado a AAC, se recomienda limitar el uso de fármacos antitrombóticos si 

existe historial previo de un evento hemorrágico lobar65. Finalmente, el control de la 

presión sanguínea mediante fármacos anti-hipertensivos también se ha propuesto 

como tratamiento para minimizar el riesgo de padecer recurrencia de HIC66. 

Actualmente no existe ninguna terapia modificadora de la patología AAC. En este 

sentido, la inmunoterapia pasiva se presenta como una posible estrategia terapéutica 

y está siendo evaluada en ensayos clínicos. El anticuerpo Ponezumab (PF-04360365, 

Pfizer) es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido al extremo C-terminal del 

Aβ40 que ha mostrado eficacia reduciendo los depósitos de AAC y mejorando la 

reactividad vascular en un modelo transgénico de EA y AAC (PSAPP)67. La 

seguridad y farmacocinética de Ponezumab se ha estudiado en un ensayo clínico de 

fase II en pacientes con diagnóstico de AAC probable (www.clinicaltrials.gov, 

identificador: NCT01821118).  

Por tanto, el desarrollo de una terapia modificadora para la AAC parece lejano. Este 

hecho viene dado por la ausencia de herramientas para su diagnóstico precoz, así 

como la falta de comprensión de los mecanismos subyacentes a la enfermedad. No 

obstante, la investigación de la AAC está adquiriendo mayor interés en los últimos 

años, lo cual promete un escenario futuro con importantes pasos hacia un mayor 

conocimiento de la enfermedad. 

 

1.2.2- Enfermedad de Alzheimer 
 

1.2.2.1- Características clínicas y neuropatológicas 
 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en el mundo 

(72% de los casos)68. A nivel global, se estima que la incidencia de la demencia es de 

10.7‰ mientras que la prevalencia asciende a 24 millones de personas69. La edad es 

el mayor factor de riesgo para padecer demencia, de tal forma que la prevalencia se 

duplica cada 5 años a partir de los 65 años, llegando a alcanzar cifras del 17% en 
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poblaciones de edades comprendidas entre los 80 y 84 años y el 30% en pacientes 

mayores de 90 años70,71. La EA tiene un gran impacto socioeconómico debido a la 

baja calidad de vida de sus pacientes y a los elevados costes destinados al cuidado de 

los mismos. Además, las perspectivas epidemiológicas se agravarán debido al 

aumento de la longevidad de nuestra sociedad y se estima que la incidencia en 

Europa se duplicará para el año 204071.  

Más del 90% de los casos de EA son esporádicos y no se observa un aumento en la 

producción de Aβ. El 10% restante corresponde a casos de EA familiar que 

presentan mutaciones que promueven la producción de PPA o su procesamiento 

por la vía amiloidogénica. Estas mutaciones pueden ocurrir en los genes de PPA (Ej. 

Mutación sueca (K670N/M671L)), PSEN1 o PSEN2 (Presenilina 1 y 2, complejos 

de -secretasa) que generan el desarrollo de EA a una edad temprana (<60 años)56. 

Atendiendo a los aspectos fisiopatológicos, en la EA se observa  una acumulación 

del péptido Aβ (mayoritariamente Aβ42) en el parénquima cerebral (placas neuríticas) 

y una acumulación intracelular de la proteína TAU hiperfosforilada (hp-TAU). Esta 

acumulación produce neuroinflamación, muerte neuronal y por último, una evidente 

y progresiva pérdida de memoria que puede llegar a impedir la ejecución de la acción 

más simple (Figura 4).   

La proteína TAU es una fosfoproteína que está codificada por el gen PTAM 

(Proteína TAU asociada a microtúbulos) y que en condiciones normales controla la 

polimerización de citoesqueleto formado de microtúbulos. En condiciones 

patológicas asociadas a EA, esta proteína aparece hiperfosforilada y tiende a formar 

agregados intracelulares (ovillos neurofibrilares) afectando principalmente a 

neuronas piramidales de la corteza e hipocampo56. 
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Figura 4: Representación gráfica de las características neuropatológicas de la Enfermedad de 
Alzheimer. 

 

Atendiendo a las placas neuríticas, su presencia está prácticamente limitada a la 

sustancia gris. Sin embargo, su localización es dependiente de la fase de la 

enfermedad. En términos generales, la presencia de placas neuríticas comienza en el 

neocortex extendiéndose hacia el hipocampo y la corteza entorrinal. Posteriormente 

aparece afectado el estriado y finalmente, en etapas muy avanzadas de la 

enfermedad, pueden aparecer placas neuríticas en el tronco cerebral y muy 

raramente en el cerebelo72. Estas placas neuríticas generan una respuesta 

neuroinflamatoria principalmente a cargo de la microglía y astrocitos que aparecen 

clásicamente rodeando los depósitos β-amiloides73. A medida que avanza la 

enfermedad, los cerebros afectados con acumulación β-amiloide presentan una 

evidente atrofia cortical acompañada de un agrandamiento de los ventrículos74 

(Figura 4). 

La aberrante acumulación de Aβ y TAU hiperfosforilada genera una pérdida de la 

densidad sináptica cortical en enfermos de EA75, lo cual ha sido catalogado como la 
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característica neuropatológica que mejor se correlaciona con el deterioro cognitivo76. 

Por otra parte, la muerte neuronal es otro de los sellos de la enfermedad y afecta 

principalmente a la corteza entorrinal, donde en casos severos de la enfermedad, se 

puede llegar a perder el 90% del volumen neuronal77. 

Figura 5: Hipótesis de la dinámica temporal de los distintos biomarcadores patológicos de la 
Enfermedad de Alzheimer. (Modificado de Jack et al, 2010 78 y Sperling et al, 201179). 

 

Por otra parte, la EA se entiende como un proceso neurodegenerativo continuo en 

la que la acumulación de placas neuríticas u ovillos neurofibrilares en el lóbulo 

temporal medial pueden aparecer décadas antes de los primeros síntomas clínicos79 

(Figura 5). Los síntomas clínicos de la EA se pueden clasificar en dos grupos: 

“síndrome amnésico”, relacionado con lesiones en el hipocampo y “síntomas 

focales”, causados por lesiones en el neocortex responsables de la agnosia visual y 

afasia progresiva entre otros56. De este modo, los enfermos de EA presentan 

pérdida de la memoria episódica, impidiendo la habilidad de aprender y recordar 

nueva información, pérdida en aspectos de la memoria semántica asociada al uso del 

lenguaje y finalmente, en etapas avanzadas de la enfermedad, presentan déficits en la 

memoria funcional, afectado a la capacidad de concentración y mantenimiento de la 

atención 80. 
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1.2.2.2- Diagnóstico y terapia 
 

El diagnóstico de EA definitivo requiere del análisis en tejido post-mortem. El criterio 

diagnóstico actual evalúa una combinación de tres escalas de alteraciones 

neuropatológicas en las que se clasifica la enfermedad en 4 fases de severidad 

ascendente. Estas escalas tienen en cuenta la topografía de la acumulación de placas 

neuríticas72, la topografía de localización de ovillos neurofibrilares81 y la densidad de 

placas seniles (CERAD, Consorcio para establecer un registro de EA82,83)84,85. 

Como ya se ha mencionado, las características neuropatológicas de la EA pueden 

comenzar décadas antes de los síntomas clínicos, por ello un diagnóstico temprano 

de la acumulación β-amiloide abriría una nueva ventana de actuación preventiva y 

terpaútica. En este sentido, el desarrollo de técnicas de imagen y biomarcadores han 

supuesto una auténtica revolución en el diagnóstico. La técnica de imagen PET 

(Positron Emission Tomoraphy, Tomografía de emisión de positrones) es la más 

utilizada para el diagnóstico temprano de esta enfermedad. El radioligando PiB 

(Compuesto de Pittsburg B) ha sido el más utilizado para detectar depósitos de Aβ, 

aunque cada vez se están descubriendo nuevos radioligandos que también detectar 

depósitos de  Aβ cerebral (como Florbetapir (18F) ) o medir distintos parámetros 

como neurodegeneración y depósitos de hp-TAU(aún en etapas preclínicas)86. Por 

otra parte, la detección de Aβ40 y Aβ42, así como hp-TAU y TAU total en LCR, son 

buenos biomarcadores para el diagnóstico de EA. En los pacientes de EA se 

observa una disminución del ≈ 50% de Aβ42 y un aumento de 2-3 veces de hp-TAU 

en LCR, mientras que los niveles de Aβ40 no parecen alterados87.  

En cuanto a los tratamientos disponibles para la EA, existen fármacos inhibidores 

de la acetilcolinesterasa (Ej: Donezepilo, Galantamina) que favorecen la presencia 

del neurotransmisor acetilcolina en la hendidura sináptica y muestran eficacia leve 

pero significativa en términos de estado cognitivo acorde con el test MMSE 

(MiniMental Stage Examination, Examinación del estado MiniMental)88. Además, el 

fármaco Memantina, un antagonista no competitivo de los receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA), también es un fármaco disponible que ha mostrado una leve 

eficacia en la mejora del estado cognitivo en aquellos enfermos de EA en fase 
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moderada o severa previniendo los daños causados por exitotoxicidad89,90. Por otra 

parte, diversas intervenciones psicosociales en los enfermos de EA también pueden 

tener un efecto beneficioso en el estado clínico general de los pacientes91. Sin 

embargo, los tratamientos aprobados actualmente tienen como objetivo tratar los 

síntomas y no son tratamientos modificadores de la enfermedad. 

Debido al devastador impacto de la EA en la sociedad, el descubrimiento de una 

cura o tratamiento eficaz para la EA es uno de los mayores retos del Siglo XXI. En 

este sentido, los esfuerzos realizados por la comunidad científica han llevado al 

desarrollo de varios ensayos clínicos dirigidos a la EA. En total, actualmente hay 105 

fármacos bajo estudio en ensayos clínicos de EA, de los cuales un 70% son terapias 

modificadoras de la enfermedad92. Debido a su complejidad, la búsqueda de un 

tratamiento eficaz se ha abordado mediante diversas estrategias terapéuticas: 

inmunización activa93, tratamiento con inmunoglobulinas94,95, inhibidores de ɣ- y β-

secretasas96, inhibidores de la hiperactividad neuronal97, fármacos neuroprotectores, 

fármacos dirigidos al daño neuronal causado por hp-TAU98 y estimulación 

cerebral99, entre otros. Por desgracia, ninguno de estas estrategias ha demostrado 

hasta la fecha eficacia consistente en términos de beneficio cognitivo, aunque la 

mayoría de ellas sigue bajo investigación en diversos ensayos clínicos90.  

Dentro de este gran abanico de estrategias cabe destacar la inmunización pasiva 

como una de las estrategias más estudiadas englobando entorno al 25% del total de 

los ensayos clínicos activos en 201792. La inmunización pasiva se refiere a la 

estrategia terapéutica basada en la infusión de anticuerpos que reconocen 

específicamente un epítopo activando la respuesta inmune. En el caso de la 

inmunización pasiva como estrategia para el tratamiento de la EA, se ha testado la 

eficacia de la infusión de varios anticuerpos que reconocen diferentes epítopos y 

conformaciones del péptido Aβ. La inmunización pasiva ha sido testada en modelos 

animales de EA obteniendo resultados muy prometedores en términos de 

disminución de carga amiloide cerebral, neuroinflamación y mejora de déficits de 

memoria 100–102.  En este contexto, la eficacia de varios anticuerpos ha sido testada 

en ensayos clínicos en enfermos con EA, como Aducanumab (NCT01397539, 

Biogen), Crenezumab (NCT01723826, Genetech), Gantenerumab (NCT00531804, 
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Roche), Solanezumab (NCT00329082, Eli Lilly) ó Bapineuzumab (NCT00676143, 

Pfizer). Sin embargo, en términos generales los resultados de los ensayos clínicos no 

han sido positivos. Aunque algunos anticuerpos han demostrado capacidad para 

disminuir la cantidad de Aβ en cerebro, como Bapineuzumab (anticuerpo 

humanizado dirigido al péptido Aβ, NCT00676143, Pfizer), no se observaron 

diferencias en los parámetros de demencia y neurodegeneración103. Además, el 

ensayo clínico de fase III con 901 participantes que se realizó con Bapineuzumab no 

consiguió reproducir los efectos de amiloramiento de carga β-amiloide cerebral104. 

Más recientemente, se ha realizado un ensayo clínico de fase 1b con el anticuerpo 

Aducanumab (Biogen) que reconoce específicamente epítopos de agregados de Aβ 

tanto en oligómeros solubles como en agregados insolubles. En este ensayo, en 

pacientes de EA con fase prodrómica o leve, se observó una reducción significativa 

y dosis dependiente de los niveles cerebrales de Aβ analizado por PET, así como 

una ralentización de la progresión clínica medidos por los test Evaluación de la 

Demencia Clínica (EDC) y el test MiniMental (MMSE) (NCT: 01677572)105. Hay 

que remarcar la importancia de estos resultados, ya que es la primera vez que un 

anticuerpo muestra eficacia deteniendo el declive cognitivo asociado a la 

enfermedad. Sin embargo, pese a lo prometedores que resultan estos resultados, la 

eficacia de Aducanumab será evaluada en un nuevo ensayo clínico de fase III con un 

mayor número de participantes, el cual se encuentra en fase de reclutamiento y sus 

primeros resultados se esperan para el año 2020 (NCT: 02484547).   

Existen varias posibles hipótesis para explicar el fracaso de muchos de los 

anticuerpos contra diferentes fragmentos Aβ que han llegado a ser testados en 

enfermos de EA: por una parte se ha propuesto que la neurodegeneración y 

demencia generada por la enfermedad, no puede ser revertida por el tratamiento. 

Por ello, los nuevos ensayos clínicos, están dirigidos a pacientes con deterioro 

cognitivo leve o en fases prodrómicas de la enfermedad106 (Figura 4). La otra 

hipótesis, es que la permeabilidad de los anticuerpos a cerebro es baja, de modo que 

disminuye la eficacia del fármaco. Por ello también se está estudiando, aún en una 

etapa preclínica, la posibilidad de vehiculizar los anticuerpos a cerebro107. 
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Por otra parte, es importante mencionar que la inmunización pasiva no ha resultado 

segura en muchos casos y paradójicamente se ha relacionado con complicaciones 

relacionadas con AAC. Tras el tratamiento de muchos de los anticuerpos testados 

en ensayos cínicos como Bapineuzumab y Aducanumab, se observaron 

anormalidades de imagen asociadas a amiloide (ARIA, amyloid-related imaging 

abnormalities). Algunos pacientes presentaron edema vasogénico (ARIA-E), mientras 

que otros mostraron además microhemorragias (ARIA-H), proponiendo que la 

inmunoterapia dirigida a Aβ causa una disrupción de los vasos afectados con AAC64. 

Contradictoriamente, estos efectos secundarios se han relacionado precisamente con 

la eficacia de los anticuerpos promoviendo el aclaramiento de Aβ, ya que la salida 

masiva de Aβ de cerebro en un contexto de vasculatura debilitada por AAC podría 

explicar la aparición de los ARIA108. Sin embargo, el mecanismo subyacente y la 

importancia clínica de estos efectos indeseados aún están bajo investigación. 

 

1.3- Modelos animales de β-amiloidosis cerebral  
 

La aparición de modelos animales de β-amiloidosis cerebral supuso un gran avance 

para el estudio de la AAC y EA; tanto para el estudio de los mecanismos 

subyacentes como para el estudio preclínico de tratamientos potenciales. Existen 

más de 100 modelos con modificaciones genéticas para el estudio de estas 

enfermedades. Los modelos más utilizados se basan en la modificación de los genes 

PPA y PSEN1 (Ej: Modelos murinos APP23109APP/PS1110etc), que provocan una 

mayor expresión neuronal de PPA así como un mayor procesamiento por la vía 

amiloidogénica, lo cual desemboca en una mayor producción del péptido Aβ. El 

gran abanico de modelos animales disponible permite elegir un modelo animal 

óptimo dependiendo de los objetivos del estudio  (www.alzforum.org/research-

models). 

Para el caso de AAC, no existe un modelo que permita imitar las características 

neuropatológicas de la enfermedad esporádica. Sin embargo, existen varios modelos 

murinos de EA que presentan depósito vascular amiloide, permitiendo estudiar de 
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forma parcial el AAC, así como la relación entre los depósitos parenquimales y 

vasculares. Sin embargo, cabe destacar la existencia del modelo de ratón APPDutch, 

que sobreexpresa la PPA con la mutación holandesa (E693Q) bajo el promotor 

Thy1 y presenta únicamente depósito amiloide en la vasculatura leptomeningea y 

cortical (>23 meses), así como eventos hemorrágicos y neuroinflamación, sin 

presencia de placas amiloides en el parénquima111. Sin embargo, la avanzada edad a 

la que se comienza el depósito de Aβ vascular hace complejo su uso en 

investigación. Por otra parte, el modelo de ratón Tg-SwDI sobreexpresa la proteína 

PPA bajo el promotor Thy1 con las mutaciones sueca (K670N/M671L)), holandesa 

(E693Q) y Iowa (D694N). Estos ratones presentan placas difusas en el parénquima 

y especialmente afectación amiloide en la microvasculatura cerebral a partir de los 3 

meses junto con déficits de memoria, pero sin demasiada afectación 

hemorrágica112,113. 

En este contexto,  gran parte de los experimentos presentados en esta tesis se han 

realizado con el modelo de ratón APP23 (Novartis), que permite estudiar las 

patologías de EA y AAC. Estos animales con origen genético C57/BL6 expresan de 

forma hemizigota la proteína PPA humana (isoforma 157) con la mutación sueca 

(PPA KM670/671NL) bajo el promotor neuronal Thy1 de ratón. Este ratón expresa 

siete veces más PPA con la mutación sueca principalmente en áreas corticales y en 

hipocampo (Figura 6). 

Así, estos ratones presentan acumulación de Aβ40 y Aβ42, aunque tal y como ocurre 

en humanos, la liberación del péptido Aβ40 es mucho más abundante114. En cuanto a 

sus características neuropatológicas, los animales presentan placas neuríticas a partir 

de los 8 meses de edad y β-amiloide vascular a partir de los 12 meses115. La carga 

amiloide en parénquima y vasos aumenta con la edad tanto en número como en 

tamaño en corteza e hipocampo116. En animales mayores de 2 años también se 

pueden detectar placas en el tálamo y en diversas áreas cerebrales, a excepción del 

cerebelo114. Además, tal y como ocurre en enfermos de Alzheimer, los niveles de Aβ 

en CSF disminuyen con la edad, mostrando diferencias significativas a partir de los 

16 meses115.   
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Figura 6: Características neuropatológicas de APP23. 

 

Por otra parte, el modelo APP23 presenta niveles elevados de neuroinflamación con 

activación astrocitaria y microglial alrededor de las placas amiloides117. Finalmente, 

este modelo de ratón también muestra otras características neuropatológicas 

compartidas con la EA como muerte neuronal en CA1118; y con la AAC, ya que los 

ratones APP23 presentan microhemorragias a edad avanzada (>15 meses)119. La 

presencia de microhemorragias está íntimamente relacionada con la severidad de 

AAC, ya que la presencia de β-amiloide vascular afecta a los vasos produciendo 

angitis y pérdida de musculo liso favoreciendo su ruptura120. Por ello, debido a la 

elevada afectación β-amiloide vascular que presenta el modelo de ratón APP23, es el 

modelo más utilizado para el estudio de los micro-sangrados espontáneos debidos a 

AAC119,120. Sin embargo, estos ratones no presentan ovillos neurofibrilares fruto de 

la agregación de hp-TAU, aunque sí se observa hiperfosforilación de TAU115. Estos 

eventos neuropatológicos provocan déficits cognitivos evaluables mediante distintos 
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test comportamentales que permiten medir la memoria espacial (Ej: T-maze, RAM, 

Morris Water Maze), memoria ejecutiva (Ej: tareas de alternancia, aprendizaje 

invertido)121 entre otros (Figura 6). 

 

1.4- Implicación del metabolismo lipídico en la            
β-amiloidosis cerebral 
 

El desarrollo de técnicas de genómica, como los estudios de asociación del genoma 

completo (Genome-wide association studies, GWAS), han permitido arrojar luz sobre 

variantes genéticas o polimorfismos de un solo nucleótido (Single Nucleotide 

Polimorphisms, SNPs) relacionados con factores de riesgo para padecer β-amiloidosis 

esporádica. 

Estos loci de riesgo para la EA pueden ser agrupados en función de los procesos 

biológicos en los que estén implicados. Los más validados son loci implicados en la 

respuesta inmune (CR1, HLA-DRB1, EPHA1, TREM2 y TRIP4), loci implicados en 

endocitosis y tráfico vesicular (BIN1, CD2AP, PICALM y SORL1) y loci implicados 

en el metabolismo lipídico (APOE, CLU, ABCA7 y PLD3)122. 

Por otro lado, varias observaciones clínicas también han propuesto la importancia 

de la homeostasis del metabolismo lipídico periférico en el contexto de la β-

amiloidosis cerebral. Por ello, el estudio de dicho metabolismo ha adquirido gran 

interés en la última década. 

 

1.4.1- Las lipoproteínas 
 

Las lipoproteínas son un ensamblaje bioquímico compuesto por lípidos y proteínas. 

Más concretamente, la fracción proteica mayoritaria son las apolipoproteínas; una 

clase de proteína que es capaz de emulsionar fosfolípidos posibilitando su 

movimiento en un medio acuoso. Las lipoproteínas son esféricas y están formadas 

por una envoltura compuesta de fosfolípidos, colesterol no esterificado y 
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apolipoproteínas, y por un núcleo hidrófobo compuesto de colesterol esterificado y 

triglicéridos123. Existen diferentes clases de lipoproteínas que se diferencian en su 

composición lipídica, tipo de apolipoproteína, tamaño y densidad (Figura 7). 

 

Figura 7: Clasificación y composición de las lipoproteínas (Modificada de Bricarello et al, 2010123). 

 

Las lipoproteínas se clasifican clásicamente en función de su densidad, la cual es 

inversamente proporcional a su tamaño. Las más densas son las lipoproteínas de alta 

densidad (High Density Lipoproteins, HDL, d= 1.063-1.250 mg/ml); tienen un alto 

ratio proteína/lípido ya que contienen muy bajos niveles de triglicéridos y colesterol 

esterificado. Su tamaño se encuentra dentro de una horquilla de 8-12 nm de 

diámetro y la apolipoproteína mayoritaria es Apolipoproteína A-I (ApoA-I). Las 

lipoproteínas de baja densidad (Low Density Lipoproteins; LDL, d= 1.019-1.063 

mg/ml), tienen niveles bajos de triglicéridos y niveles altos de colesterol esterificado, 

su tamaño es de 18-35 nm y la apolipoproteína mayoritaria es la Apolipoproteína B-

100 (ApoB-100). Por último, las lipoproteínas de muy baja densidad (Very Low 

Density Lipoproteins, VLDL, d= 950-1.006 mg/ml) son las menos densas y por tanto 

las de mayor tamaño (35-80nm). Son muy ricas en triglicéridos y pobres en 

colesterol esterificado y las apolipoproteínas mayoritarias son ApoB-100, ApoE y 

ApoC (Figura 7)124,125.  

El rol más descrito y estudiado de las lipoproteínas es realizar el transporte reverso 

de colesterol (TRC), transfiriendo colesterol esterificado y triglicéridos de tejidos de 
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la periferia al hígado para su eliminación. Este proceso comienza por la biogénesis 

de HDLs mediante la lipidación de ApoA-I a través de ABCA1126. Las proteínas 

LCAT (Lecitin Colesterol Acil Transferasa)127 y CETP (Cholesteryl-ester Transfer 

Protein, Proteína de transferencia de colesterol éster)128 transfieren colesterol 

esterificado de células de la periferia a las HDL madurándolas a LDLs o VLDLs. 

Finalmente, a través de la interacción de las lipoproteínas con los receptores 

LDLR129 y SRB-I130 altamente expresados en el hígado, se transportan los 

triglicéridos y ésteres de colesterol de la lipoproteínas para su metabolismo. Los 

niveles de HDL circulantes son clave para la homeostasis del metabolismo 

lipídico131. Así, el buen funcionamiento de este mecanismo es esencial para la 

prevención de enfermedades cardiovasculares132 o la Diabetes Mellitus Tipo 2 

(DMT2)133. 

 

1.4.2- Metabolismo lipídico en el cerebro: Un nexo con la β-amiloidosis 
cerebral 
 

El cerebro es el órgano más rico en colesterol del cuerpo humano conteniendo 

hasta el 25% del colesterol total134. Estos elevados niveles de colesterol se deben 

principalmente a los elevados requerimientos de colesterol no esterificado de los 

oligodendrocitos para la formación de mielina, siendo indispensable para el buen 

funcionamiento de la transmisión sináptica135. Sin embargo, el colesterol presente en 

el Sistema Nervioso Central (SNC) se sintetiza de novo en cerebro, ya que debido a la 

presencia de la BHE el metabolismo del colesterol está separado de la periferia136. 

De la misma manera, la población de lipoproteínas también está significativamente 

separada de la periferia debido a que la mayoría de las  LDL y VLDL no son capaces 

de atravesar la BHE. Sin embargo, algunas HDL parece que sí pueden sortear la 

BHE, lo cual explica la presencia de HDL asociadas a ApoA-I en el SNC pese a que 

esta apolipoproteína no se expresa en cerebro137. Así, como ocurre para la 

biosíntesis de colesterol, la mayoría de las lipoproteínas cerebrales también se 

generan dentro del propio SNC. Los astrocitos y la microglía secretan las 

apolipoproteínas mayoritarias en cerebro (ApoE y ApoJ/Clusterin) y median la 
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biogénesis de lipoproteínas a partir de estas dos apolipoproteínas mayoritarias a 

través de transportadores de la familia ABC (Ej: ABCA1, ABCA8, ABCG1). Este 

proceso continúa con su maduración a través de LCAT y CETP138,139. El rol de las 

lipoproteínas en cerebro es complejo  y poco comprendido, aunque parecen 

participar en diversos procesos fisiológicos, siendo necesarias para la homeostasis 

cerebral y participando en la plasticidad sináptica140 y balance energético141,142. 

Debido a las propiedades antioxidantes143, antiinflamatorias y vasoprotectoras144 que 

presentan las HDL, se cree que variaciones en el metabolismo lipídico145 y en los 

niveles de HDL en la periferia pueden tener un efecto en la homeostasis cerebral. 

Esta idea parece estar apoyada por observaciones realizadas en un modelo 

experimental de EA y AAC (ratones transgénicos APP23)146,147, en el que se ha 

descrito que una dieta crónica rica en grasa incrementó la carga amiloide cerebral así 

como el deterioro cognitivo, alterando el lipidoma cerebral y la expresión de genes 

reguladores de la apoptosis. En esta misma línea, ratones APP23 deficientes de 

ABCA1 (transportador principal encargado de la biogénesis de lipoproteínas) 

presentaron una mayor acumulación β-amiloide cerebral148, mientras que su 

sobreexpresión promovió una bajada en la carga β-amiloide149. Esto resultados 

también se han observado en el modelo experimental de EA APP/PS1 deficientes 

de ABCA7150, en el que se observó un agravamiento en la acumulación de β-

amiloide cerebral. 

Por otra parte, el nexo entre el metabolsimo lipídico y la acumulación de Aβ  

cerebral también ha sido demostrado en diferentes investigaciones clínicas en las 

que se ha relacionado un bajo contenido de HDL en plasma con el estado cognitivo 

de los pacientes. En un estudio con más de 75.000 participantes se observaron 

niveles más bajos de HDL en los pacientes que presentaron demencia151 y en un 

estudio longitudinal se observó que aquellos sujetos con altos niveles de HDL (>56 

mg/ml) tenían menos riesgo para desarrollar EA152. Además, niveles bajos de HDL 

y altos de LDL se han relacionado con β-amiloidosis cerebral153. Por otra parte, 

enfermedades caracterizadas o relacionadas con dislipidemia, como 

arterosclerosis154, hipercolesterolemia153, hipertensión155 y DMT2156, se han 

identificado como factores de riesgo para padecer deterioro cognitivo y/o EA.  
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1.5- El rol de las apolipoproteínas en la β-amiloidosis 
cerebral 
 

Como se ha mencionado anteriormente, las apolipoproteínas son la fracción 

proteica de las lipoproteínas. Algunas de estas apolipoproteínas, principalmente las 

más expresadas en cerebro (ApoE y ApoJ) y también la apolipoproteína mayoritaria 

en las HDL circulantes (ApoA-I) tienen una implicación contrastada en la β-

amiloidosis cerebral.  

 

1.5.1- Apolipoproteína E (ApoE) 
 

ApoE es una glicoproteína de 36 KDa altamente expresada en hígado. Es la 

apolipoproteína mayoritaria en cerebro y es principalmente secretada por astrocitos 

y microglía, aunque las neuronas también son capaces de secretarla157. El estudio de 

esta proteína ha recibido gran atención debido a que el genotipo APOE se considera 

el mayor factor de riesgo para padecer Alzheimer y AAC esporádicos. Se distinguen 

tres alelos del gen APOE: E2 (C112-C158), E3 (C112-R158) y E4 (R112-R158) los 

cuales alteran significativamente la funcionalidad de la proteína157,158 e influencian el 

metabolismo del péptido Aβ. De esta manera, el alelo E4 se ha relacionado con un 

mayor riesgo para padecer β-amiloidosis cerebral158, mientras que el alelo E2 se ha 

considerado clásicamente protector frente a EA. Sin embargo, el alelo E2 también 

se ha asociado como un factor de riesgo para padecer sangrados HIC asociados a 

AAC159,160. Además, ApoE colocaliza con las placas neuríticas y con los vasos 

afectados por AAC161,162. Pese a que el rol de ApoE en la β-amiloidosis cerebral ha 

sido extensamente estudiado, hasta la fecha no existe consenso sobre el papel 

concreto que juega esta proteína. Pese a que la capacidad de ApoE de interaccionar 

con el péptido Aβ se ha propuesto frecuentemente163, no se conoce si esta unión 

previene o facilita la fibrilización, habiéndose obtenido resultados 

contradictorios164,165. Por otro lado, el rol de ApoE modulando la salida de Aβ a 

través de la BHE mediante el receptor LRP1 también ha sido propuesto157, 

reportando diferencias de rendimiento en este proceso entre los diferentes alelos 
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(E2>E3>>E4)166. Sin embargo, otros estudios han observado que la capacidad de 

interacción de ApoE con Aβ es casi nula en condiciones fisiológicas y que la 

modulación de ApoE sobre la eliminación de Aβ sería compitiendo por la unión al 

receptor LRP1  en los astrocitos167. 

El rol de ApoE también ha sido evaluado en modelos animales de β-amiloidosis 

cerebral. Así, se observó que la deficiencia (Knock Out, KO) del gen Apoe en el 

modelo de β-amiloidosis PDAPP provocó una disminución de la acumulación 

cerebral de Aβ junto con una ausencia casi completa de placas amiloides y neuritas 

distróficas168. Sin embargo, la expresión de APOE humana en el modelo PDAPP 

tanto deficientes como no deficientes para Apoe murina, retrasó de forma 

significativa la acumulación del péptido Aβ. Además este efecto fue muy sensible a 

la variante de APOE que se expresara (E2, E3 o E4)169. Estos resultados evidencian 

que ApoE tiene un rol significativo influenciando el depósito del material β-

amiloide. Sin embargo, el mecanismo subyacente es complejo y sigue bajo 

investigación157. El papel relevante de ApoE en la β-amiloidosis cerebral propone su 

potencialidad como diana terapéutica. Sin embargo, actualmente existen muchos 

interrogantes que se interponen en ello. Entre estos interrogantes, el más palpable es 

que pese a los grandes esfuerzos realizados, aún no existe acuerdo en si es mejor 

aumentar o disminuir los niveles de ApoE humana con el objetivo de disminuir los 

niveles de Aβ cerebral. Por ello, futuros estudios con modelos animales que arrojen 

luz sobre este asunto tendrán un gran impacto en el mejor conocimiento de la 

patología. 

 

1.5.2-Apolipoproteína A-I (ApoA-I y ApoA-I-M) 
 

ApoA-I es la apolipoproteína mayoritaria asociada a las partículas HDL en sangre 

(≈116 mg/dl)170. Esta proteína extracelular de 28 KDa se expresa y secreta 

mayoritariamente en hígado e intestino delgado y su estructura es muy rica en 

hélices-α permitiendo su unión a fosfolípidos para la formación de partículas HDL.  

Su función más descrita es el rol central en el TRC por lo que ha adquirido una gran 

importancia clínica en enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, su capacidad 
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de interaccionar en diversas rutas bioquímicas la convierten en una proteína 

multifuncional. Es este sentido, a parte de su rol central en el metabolismo lipídico, 

se le atribuyen funciones antiinflamatorias y vasoprotectoras 171,172.  

Pese a que ApoA-I no se expresa en cerebro, ApoA-I se encuentra en LCR y su rol 

en la β-amiloidosis cerebral ha sido discutido recientemente. Por un lado, el 

polimorfismo G75A en el promotor del gen APOA1 se ha descrito como un factor 

de riesgo para desarrollar EA y se asocia con el deterioro cognitivo173,174. Además, 

ApoA-I aparece ocasionalmente en depósitos cerebrales de Aβ175 y se han detectado 

bajos niveles circulantes de ApoA-I en suero y plasma de enfermos de EA176–178. En 

pacientes con deterioro cognitivo leve, niveles bajos de ApoA-I circulante y altos en 

LCR se han relacionado con riesgo para la progresión de la demencia, especialmente 

en pacientes con el polimorfismo E4 en el gen APOE179. Finalmente, los niveles de 

circulantes de ApoA-I se correlacionan con los niveles plasmáticos de Aβ40 en casos 

de AAC180.  

Por otra parte, ApoA-I es capaz de unirse a Aβ40 formando complejos estables  

previniendo su agregación y citotoxicidad in vitro181,182. Pese a estas evidencias,  

ratones mutantes deficientes para Apoa1 en el modelo murino de EA (PDAPP) no 

mostraron ninguna diferencia en la carga amiloide cerebral183. Años más tarde, la 

importancia del nexo existente entre la β-amiloidosis cerebral y ApoA-I volvió a 

proponerse debido a un estudio en el que se administró un péptido mimético de 

ApoA-I conjuntamente con estatinas en un modelo murino de EA (APP/PS1). En 

este estudio se observó una mejora del deterioro cognitivo y de la carga amiloide 

cerebral, así como una bajada en los marcadores de neuroinflamación184. 

Posteriormente, dos estudios independientes en 2010 terminaron de consolidar la 

implicación de ApoA-I sobre la β-amiloidosis cerebral.  Ratones del modelo 

APP/PS1 deficientes para Apoa1 presentaron un mayor empeoramiento de la 

función cognitiva. Estos resultados no se pudieron explicar por un cambio en la 

carga amiloide cerebral, aunque sí se observó un aumento de la carga amiloide 

vascular o AAC185. Por otro lado, la sobreexpresión de ApoA-I en el modelo 

murino APP/PS1, se tradujo en una prevención del deterioro cognitivo. La carga 

amiloide cerebral tampoco se vio afectada por la sobreexpresión de Apoa1 aunque, 
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de nuevo, se observó una diminución en la carga amiloide vascular186. Estos 

resultados, plantean la hipótesis de que ApoA-I tiene un rol protector en la β-

amiloidosis cerebral especialmente en relación al β-amiloide vascular o AAC.  

 

1.5.2.1- Apolipoproteína A-I-Milano 
 

ApoA-I-Milano (ApoA-I-M) es una variante genética natural del gen APOA1 

descrita en una familia del norte Italia, producida por la sustitución de una arginina 

por una cisteína en la posición 173 (R173C)187,188. La mutación R173C parece alterar 

significativamente el comportamiento de la proteína. De este modo, los portadores 

de la mutación presentan niveles bajos de colesterol asociado a partículas HDL y 

una hipertriglicemia moderada189. Este perfil lipídico ha sido ampliamente 

identificado como un factor de riesgo para padecer aterosclerosis y enfermedades 

cardiovasculares. Paradójicamente, los portadores de la mutación Milano 

presentaban una protección frente a estas enfermedades, por lo que ApoA-I-M se 

concibe como una variante beneficiosa y protectora frente a enfermedades 

cardiovasculares. Esta idea ha sido reforzada por varios estudios en los que ApoA-I-

M ha demostrado eficacia previniendo aterosclerosis en distintos modelos animales 

(ratones ApoE-/- con dietas altas en grasa y conejos Nueva Zelanda sometidos a una 

dieta rica en colesterol y sometidos a dos denudaciones aórticas)190–192. En el mismo 

sentido, ApoA-I-M ha mostrado propiedades antiinflamatorias y vasoprotectoras 

únicas en distintos modelos animales de aterosclerosis. Así, la administración de 

ApoA-I-M disminuyó la estenosis aórtica en un modelo de aterosclerosis murino, 

previniendo su estrechamiento y calcificación, además de mostrar una gran 

capacidad antiinflamatoria en un modelo in vitro a partir de válvulas aórticas 

porcinas193. La capacidad antiinflamatoria de ApoA-I-M parece superar la propia de 

ApoA-I-tipo salvaje (wild type, ApoA-I-wt)172. Así se ha demostrado en estudios 

previos en los que la administración de ApoA-I-M en un modelo de aterosclesosis 

de conejo, fue más eficaz que la administración de ApoA-I-wt previniendo la 

presencia de macrófagos en la placa aterótica aórtica, además de ser más eficaz 

disminuyendo marcadores de inflamación192. Las propiedades vasoprotectoras de 
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ApoA-I-M también se han observado un el modelo murino de aterosclerosis 

(ratones deficientes de ApoE), en el que la administración de ApoA-I-M  mejoró de 

forma significativa la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio. Además, 

este mismo estudio observó que ApoA-I-M es más eficaz que la variante ApoA-I-wt 

mejorando la respuesta vasodilatadora en un modelo in vitro a partir de arterias 

carótidas de conejo194. Por último, ApoA-I-M también parece tener mayores 

propiedades antioxidantes que ApoA-I-wt, ya que ApoA-I-M fue más eficaz 

previniendo la oxidación de fosfolípidos in vitro195. 

Aunque el mecanismo de acción subyacente se ha estudiado en profundidad, cabe 

destacar la existente falta de consenso respecto a los cambios en la funcionalidad 

que genera la mutación. Algunos estudios han mostrado una mayor capacidad de 

ApoA-I-M  de promover el eflujo de colesterol196,197, pese a que otros estudios no 

han mostrado diferencias198,199. Estructuralmente, se ha descrito un aumento en el 

contenido de hélices-α200, aunque estos resultados tampoco son consistentes196. Por 

otra parte, se ha descrito que ApoA-I-M es capaz de formar homodímeros mediante 

puentes disulfuro201, lo que le aporta la capacidad de generar HDL de distintos 

tamaños que podrían tener distintas capacidades de interacción con receptores 

como ABCA1 y diferente catabolismo202,203. 

 

1.5.2.2- Estrategias terapéuticas basadas en ApoA-I-wt y ApoA-I-M  
 

Como ya se ha mencionado con anterioridad, ApoA-I juega un rol central en el 

metabolismo lipídico y en la prevención de enfermedades cardiovasculares. Por ello, 

tanto ApoA-I-wt como la variante genética ApoA-I-M han sido utilizadas como 

estrategias terapéuticas en ensayos clínicos dirigidos a enfermedades 

cardiovasculares. 

La eficacia de dos fármacos basados en ApoA-I-wt lipidada están siendo estudiados 

en ensayos clínicos. Por una parte, el efecto del fármaco CER-001 (Cerenis 

therapeutics S.A) se ha analizado en un ensayo clínico de fase II en pacientes con 

síndrome coronario agudo (NCT: 01201837). En base a los resultados prometedores 
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obtenidos, en los próximos meses se harán públicos los resultados de un nuevo 

ensayo clínico recientemente finalizado (NCT02484378)204. Por otra parte, el 

fármaco CSL-112 (CSL Behring S.A), también basado en la ApoA-I-wt purificada 

de plasma lipidada está en fase de desarrollo clínico en el que se están obteniendo 

resultados prometedores. Este fármaco ha mostrado ser seguro tras la 

administración en pacientes en fase aguda de infarto de miocardio y en pacientes 

con aterosclerosis crónica, así como ser eficaz promoviendo el eflujo de ésteres de 

colesterol (NCT: 021008262 y 01499420) 205,206. El impacto terapéutico de CSL-112 

sigue bajo investigación.  

También se ha estudiado la eficacia de ApoA-I-M lipidada con el fármaco ETC-216 

desarrollado por Pfizer y posteriormente adquirido y mejorado por The Medicines 

Company, siendo renombrado como MDCO-216. Este fármaco se basa en la 

formulación de ApoA-I-Milano recombiante producida de Escherichia coli (E. coli) 

con fosfolípidos POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)207. Por 

un lado, la administración intravenosa de ETC-216 en pacientes con síndrome 

coronario agudo redujeron el volumen de la placa aterótica208. Por otro lado, una 

sola dosis de MDCO-216 fue suficiente para generar cambios significativos en la 

composición de las lipoproteínas y promover la movilización de ésteres de colesterol 
207,209. Además, recientemente ha finalizado un ensayo clínico randomizado en 

pacientes con síndrome coronario agudo en el que se testó la eficacia de MDCO-

216 reduciendo el volumen aterótico total como objetivo primario. Sin embargo, 

aunque el tratamiento resultó seguro, el tratamiento con MDCO-216 no mostró 

diferencias en la reducción del volumen aterótico total (NCT02678923).  

Pese a que los beneficios de ApoA-I-M han sido profundamente estudiados en el 

contexto de las enfermedades cardiovasculares, su rol en la β-amiloidosis cerebral no 

ha sido estudiado hasta la fecha. Debido a la documentada implicación de ApoA-I 

en la β-amiloidosis cerebral y el avanzado estado de desarrollo de fármacos basados 

en ApoA-I-M (MDCO-216), el estudio de los posibles beneficios de la 

administración de ApoA-I-M en modelos de EA y AAC podría tener un impacto 

importante como futura estrategia terapéutica.  
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1.5.3-Apolipoproteína J (ApoJ) 
 

ApoJ, también conocida como clusterin (Clu) y codificada en el gen CLU, es la 

segunda apolipoproteína más expresada en cerebro después de ApoE. ApoJ es una 

proteína multifuncional, altamente glicosilada y heterodimérica de ≈ 80 KDa, 

compuesta por dos subunidades unidas por puentes disulfuro (α y β, ≈40 KDa). 

Debido a su naturaleza de apolipoproteína, ApoJ puede aparecer libre o formando 

partículas HDL en el torrente sanguíneo. Así, se estima que un 20% de la ApoJ 

circulante va unida a HDLs210,211. ApoJ también aparece en forma lipidada en el 

SNC ya que se han detectado lipoproteínas asociadas a ApoJ en LCR212. Estas 

lipoproteínas asociadas a ApoJ parecen sintetizarse de novo en cerebro secretadas por 

los astrocitos y microglía y han sido descritas como lipoproteínas densas ricas en 

fosfolípidos y pobres en colesterol esterificado213,214. Sin embargo, a día de hoy, el 

rol específico de las lipoproteínas asociadas a ApoJ en cerebro es prácticamente 

desconocido. 

ApoJ participa en diversas rutas bioquímicas, como en la modulación de la respuesta 

inmune inhibiendo la activación de la ruta del complemento215, modulando la 

migración de células endoteliales y favoreciendo la fagocitosis de restos de células 

necróticas216. Una de las principales propiedades de ApoJ es su rol como chaperona 

natural, uniéndose a proteínas con un plegamiento defectuoso y previniendo su 

agregación. De esta manera, ApoJ codeposita con Aβ fibrilar en placas neuríticas y 

vasos cerebrales217,218 y se han detectado complejos Aβ-ApoJ en LCR y plasma219,220. 

La importancia de ApoJ en la β-amiloidosis cerebral se ha consolidado gracias a 

estudios GWAS en los variantes del gen CLU se han identificado como factor de 

riesgo para padecer EA221,222. De hecho, la variante genética rs11136000C en el gen 

CLU, provoca una menor expresión de la proteína y se ha identificado como un 

factor de riesgo para padecer EA, mientras que la variante rs11136000T genera 

mayor expresión de CLU y se ha identificado como una variante protectora frente a 

EA223,224. En este sentido, niveles altos de ApoJ en plasma se han relacionado con 

mayor prevalencia y severidad de EA225,226. De esta manera, la detección de elevados 
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niveles circulantes de ApoJ, se ha interpretado como una respuesta protectora frente 

a la patología.  

Por otra parte, se ha propuesto que ApoJ tiene un efecto directo sobre la agregación 

del péptido Aβ y su aclaramiento. Así, varios estudios in vitro han demostrado que 

ApoJ es muy eficaz uniéndose al péptido Aβ formando complejos estables y 

previniendo el elongamiento de las fibras β-amiloides32,227,228. Cabe mencionar que 

esta capacidad de prevención de la agregación es muy sensible al ratio ApoJ:Aβ, ya 

que un ratio bajo parece favorecer la fibrilización de Aβ, mientras que una mayor 

proporción de ApoJ previene de forma muy eficaz la agregación229. Además, acorde 

a resultados experimentales in vivo, el complejo ApoJ:Aβ se elimina de forma más 

eficaz a través de la BHE mediante el receptor LRP2/megalin que el péptido Aβ 

libre13,230. Finalmente, también se ha propuesto que ApoJ puede facilitar la 

fagocitosis del péptido Aβ por parte de la microglía a través de la interacción con el 

receptor TREM214, aunque otros estudios proponen que ApoJ dificulta la absorción 

de Aβ por la glía231. 

Sin embargo, el rol protector de ApoJ también ha sido discutido. En este sentido, 

ratones PDAPP deficientes para Clu, presentaron un menor número de depósitos 

amiloides, aunque el contenido de Aβ total no disminuyó232. Curiosamente, ratones 

PDAPP doblemente deficientes para Apoe y Clu, mostraron un aceleramiento severo 

de la β-amiloidosis cerebral, mientras que los animales deficientes solamente para 

Apoe o Clu no mostraron cambios en la carga β-amiloide total, proponiendo que 

ApoJ y ApoE están conjuntamente implicados en los mecanismos de aclaramiento 

de Aβ165. Más recientemente, un estudio en ratones APP/PS1  deficientes para Clu, 

mostró una significativa disminución de depósitos de Aβ parenquimales, mientras 

que los depósitos de Aβ en los vasos leptomeningeos y arteriolas cerebrales 

aumentaron de forma drástica. También se observó que la deficiencia de Clu 

provocaba una bajada en el Aβ cerebral total (soluble e insoluble) y un aumento en 

el ratio Aβ40/Aβ42. Por otro lado, en este mismo estudio se observó una 

disminución en la tasa de eliminación de Aβ40 del líquido intersticial en aquellos 

animales que no expresaban Clu, proponiendo la importancia de ApoJ para el 

aclaramiento de Aβ40. En base a estos resultados, se propuso que la ausencia de 
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ApoJ interfiere con el correcto funcionamiento de la vía del drenaje perivascular e 

imposibilita el correcto aclaramiento de Aβ40233,234.  

En este contexto, el nexo entre ApoJ y la β-amiloidosis cerebral, aunque no es 

comprendido en su totalidad, está apoyado por un gran número de evidencias. 

Debido a ello, actualmente se requieren nuevos estudios para poder testar el valor 

terapéutico de fármacos dirigidos a alterar los niveles de ApoJ circulantes o 

cerebrales frente a las patologías de EA y AAC. 

 

1.6- HDL reconstituidas (rHDL) 
 

1.6.1- Nanopartículas lipídicas con aplicaciones biomédicas 
 

Las propiedades anfifílicas de los fosfolípidos permiten la formación de un gran 

abanico de nanopartículas lipídicas.  En este contexto, los liposomas han sido los 

más extensamente estudiados. La formación de liposomas se basa en la preparación 

de bicapas lipídicas concéntricas que permiten la encapsulación de compuestos 

hidrofílicos (en el núcleo acuoso de la partícula) y lipofílicos (embedidos en la bicapa 

lipídica) con fines terapéuticos o tecnológicos. La gran versatilidad de tamaño (de 

escasos nanómetros a varios micrómetros), estructural (micelas, nanopartículas no 

lamelares, liposomas unilamelares y multilamelares entre otros) y funcional, 

permitiendo su funcionalización con un amplio abanico de opciones 

(PEGlicaciones, carga negativa o positiva, partículas magnéticas, etc.), convierten a 

las nanopatículas lipídicas en una de las estrategias terapéuticas más prometedoras 

de los últimos años en el campo biomédico235. 

En este contexto, las partículas HDL reconstituídas (rHDL, reconstituted HDL) se 

presentan en el campo de la nanociencia como una nueva nanoestructura lípido-

proteica de naturaleza sintética y de bajo costo que permite mimetizar la 

funcionalidad de las HDL. 
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1.6.2- Naturaleza y formación de las HDL reconstituidas 
 

Tal y como se explicaba en apartados anteriores (ver 1.4.1), las HDL son un 

ensamblaje bioquímico formado por lípidos polares y no polares emulsionados por 

las apolipoproteínas. En estas estructuras los lípidos anfifílicos (fosfolípidos) forman 

una monocapa en la superficie de las HDL, mientras que los lípidos hidrófobos no 

polares (colesterol esterificado y triglicéridos) se encuentran en el núcleo generando 

una partícula esférica. La capacidad única de las apolipoproteína de emulsionar los 

lípidos, permite la reproducción de este fenómeno en condiciones ex vivo236. En este 

sentido, las HDL reconstituidas (rHDL) también conocidas como nanodiscos, son 

nanopartículas discoidales de unos pocos nanómetros de diámetro compuestas por 

fosfolípidos y apolipoproteínas (Figura 8A). Para producirlas se requiere una mezcla 

de fosfolípidos y apolipoproteína bajo unas condiciones concretas. De esta forma, la 

generación de las rHDL se dará de forma espontánea debido a la capacidad de la 

apolipoproteína de producir un cambio en su estructura secundaria, aumentado su 

contenido en hélices-α y unirse a las colas hidrófobas de los fosfolípidos mediante 

enlaces hibrófobos202,237.  

Existen dos estrategias principales de formación de rHDL. Por una parte, en la 

estrategia de solubilización espontánea, se parte de una solución de fosfolípidos en 

cloroformo que se evapora para dar lugar a la formación de un film lipídico. Tras la 

resuspensión de este film en una solución acuosa, los fosfolípidos se reorganizan en 

bicapas lipídicas dando lugar a vesículas multilamelares heterogéneas (MLV). A 

continuación, se homogeneiza el tamaño de los MLV y se añade la apolipoproteína, 

la cual, bajo las condiciones de incubación adecuadas, es capaz de solubilizar las 

bicapas lipídicas dando lugar a la formación de los rHDL (Figura 8A). En la otra 

estrategia, diálisis con colato, el film lipídico se resuspende con una solución acuosa 

suplementada con el detergente colato dando lugar a la formación de micelas 

mixtas123 (Figura 8B). La apolipoproteína se añade a dichas micelas y bajo las 

condiciones de incubación adecuadas, además de una diálisis extensa para eliminar el 

colato, ocurre la formación de los rHDL. Sin embargo, existen varias variables a 

tener en cuenta durante la formación de las estructuras. Las principales son la 
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apolipoproteína utilizada, la composición lipídica, el método de preparación y la 

estequiometria. La elección óptima de estos parámetros dará lugar a nanopartículas 

rHDL de diferentes propiedades, tamaño y forma. Algunos ejemplos de la 

preparación de rHDL están resumidos en la Tabla 1. 

 

Figura 8: A) Naturaleza de las rHDL. B) Métodos de formación de los nanodíscos 
rHDL.(Modificada de Bricarello et al, 2010123). 

 

La gran versatilidad de los nanodiscos es una de sus características más importantes, 

ya que ha permitido su aplicación en diversos campos de investigación. Algunos 

ejemplos de estas aplicaciones son su utilización para estudios estructurales de 

proteínas transmembrana238, conversión química y energética mediante la 

inmovilización de proteínas transmembrana fotoactivas239, aplicaciones biomédicas 

funcionalizando las nanopartículas rHDL con agentes antimicrobianos240, 

encapsulando fármacos hidrófobos241 y como herramienta de  diagnóstico en 

técnicas de imagen encapsulando contrastes magnéticos para RM242. Por otra parte, 

debido al rol central que tienen las HDL en enfermedades cardiovasculares (ver 

apartado 1.4), las rHDL también tienen también un gran valor terapéutico. De hecho, 
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los fármacos CER-001, CSL-112 y MDCO-216 (ver apartado 1.5.2.2) se basan en la 

formulación de ApoA-I-wt y ApoA-I-M en forma de nanopartículas rHDL. 

 

Tabla 1A: Parámetros de formación y caracterización de nanopartículas rHDL  descritos en 

literatura (Adaptado de Bricarello, 2010123). 

AAbreviaciones: PC: Fosfatidilcolina; DMPC: Dimistiril-fosfatidilcolina; DPPC: Dipalmitoil-
fosfatidilcolina; POPC: Palmitoil-fosfatidilcolina: DOPC: Dioleil-fosfatidilcolina; C: Colesterol; CE: 
Colesterol esterificado; S. Espontánea: Solubilización espontánea; Ml= Moles de lípido; Mp= moles de 
proteína. 

 

1.6.3- Potencial terapéutico de las HDL reconstituidas en la β-amiloidosis 
cerebral 
 

Por otro lado, debido a las alteraciones lipidómicas observadas en enfermos de EA, 

el impacto de las rHDL también ha sido estudiado en modelos experimentales 

murinos de β-amiloidosis cerebral. Una sola dosis del fármaco CSL-111 (ApoA-I-wt 

formulada en nanodiscos rHDL) en el modelo murino de Alzheimer APP/PS1 

Apolipoproteína 
Composición 

lipídica 

Método de 

preparación 

Estequiometría 

(Ml/Mp) 
Forma 

Diámetro 

(nm) 
Ref. 

ApoA-I PC Diálisis con colato 90 a 189 Disco 10-26 243 

ApoA-I DMPC S. Espontánea 101 Disco 9,5 244 

ApoA-I DMPC-C Diálisis con colato 104 a 263 Disco 10-13 245 

ApoA-I DPPC S. Espontánea 115 a 233 Disco 9-19 246 

ApoA-I DPPC-C S. Espontánea 110 a 221 Disco 10-19 246 

ApoA-I DSPC-C Diálisis con colato 82 Disco 10 245 

ApoA-I DOPC-C Diálisis con colato 80 Disco 10 245 

ApoA-I POPC-C Diálisis con colato 31 a 156 Disco 8-10 247 

ApoA-I POPC-C-CE Diálisis con colato 68 Esfera 9,3 248 

ApoA-II DMPC S. Espontánea 44 a 245 Disco 11-24 249 

ApoB DMPC S. Espontánea 1125 Disco 24 250 

ApoC-I PC-COL Diálisis con colato 18 Disco 12 251 

ApoC-II PC-COL Diálisis con colato 22 Disco 18 251 

ApoE POPC Diálisis con colato 58 Disco 11 252 

ApoJ POPC Diálisis con colato 200 Disco 20 253 
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disminuyó los niveles cerebrales de Aβ40 y Aβ42 soluble254, sin modificar el número 

de placas neuríticas. Por otro lado, el tratamiento crónico con rHDL reconstituidas 

con ApoE3 en el modelo murino de envejecimiento SAMP8, disminuyó el depósito 

amiloide, la neuroinflamación, los cambios neurológicos y el déficit cognitivo255. 

Estos nanodiscos asociados a ApoE3 fueron funcionalizados con compuestos 

neuroprotectores, como NAP (un péptido neuroprotector sintético) o α-mangosina, 

demostrando la capacidad de atravesar la BHE, favorecer la eliminación de 

depósitos amiloides mediante abosorción por la glía y recuperar la pérdida de 

memoria en el modelo de ratón SAMP8256,257. A parte de ApoE y ApoA-I-wt, ApoJ 

también se ha formulado previamente en nanodiscos rHDL y se  ha caracterizado 

en el cotexto de la β-amiloidosis cerebral in vitro. En este estudio se observó una 

capacidad de interacción con el péptido Aβ similar por parte de la ApoJ libre como 

de la lipidada 253. Sin embargo, se detectó una mayor afinidad de la ApoJ formulada 

en rHDL por el receptor LRP2/megalin, el receptor mediante el cual interaccionan 

los complejos Aβ-ApoJ para su transporte a través de la BHE230. 
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2.1- Objetivo general 
 

La β-amiloidosis cerebral, englobando la Enfermedad de Alzheimer (EA) y 

Angiopatía Amiloide Cerebral (AAC), tiene un impacto socio-económico devastador 

en la sociedad, por lo que la búsqueda de un tratamiento eficaz es uno de los 

mayores retos del S.XXI. Un gran número de evidencias sustentan actualmente el 

rol del metabolismo lipídico y de las apolipoproteínas, ApoA-I y ApoJ, sobre la β-

amiloidosis cerebral. Por ello, el objetivo principal de esta tesis es testar el valor 

terapéutico de variantes de ApoA-I (rApoA-I-Milano) y ApoJ (rApoJ formulada en 

nanopartículas rHDL) recombinantes humanas en modelos experimentales de β-

amiloidosis cerebral. 

 

2.2- Objetivos específicos 
 

1. Producción y purificación de las proteínas humanas recombinantes 

funcionales ApoA-I-wt, ApoA-I-M y ApoJ (rApoA-I-wt, rApoA-I-M, 

rApoJ). 

2. Testar la eficacia in vitro e in vivo de rApoA-I-wt y rApoA-I-M en modelos 

experimentales de β-amiloidosis cerebral. 

3. Optimización y caracterización de la formulación de rApoJ en nanodiscos 

rHDL (nanodiscos rHDL-rApoJ) en el contexto de la β-amiloidosis cerebral. 

4. Testar la eficacia in vivo de la administración de los nanodiscos rHDL-rApoJ 

o rApoJ en un modelo experimental de β-amiloidosis cerebral. 
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a b s t r a c t

Beyond the crucial role of apolipoprotein A-I (ApoA-I) on peripheral cholesterol metabolism, this
apolipoprotein has also been implicated in beta amyloid (Ab)erelated neuropathologies. ApoA-I-Milano
(M) is a mutated variant, which showed increased vasoprotective properties compared to ApoA-I-wild
type in models of atherosclerosis and cardiovascular damage. We speculated that ApoA-I-M may also
protect Ab-affected vasculature and reverse some of the pathological features associated with Alz-
heimer’s disease (AD). For this purpose, we produced and characterized human recombinant ApoA-I-
wild type and ApoA-I-M proteins. Both of them were able to avoid the aggregation of Ab in vitro,
even though recombinant ApoA-I-M was significantly more effective in protecting endothelial cells from
Ab(1e42)-toxicity. Next, we determined the effect of chronic intravenous administration of rApoA-I-M in
the APP23-transgenic mouse model of AD. We found reduced cerebral Ab levels in mice that received
rApoA-I-M, which were accompanied by a lower expression of astrocyte and microglia neuro-
inflammatory markers. Our results suggest an applicability of this molecule as a therapeutic candidate for
protecting the brain in AD.

� 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is pathologically characterized by the
deposition of beta amyloid (Ab) peptide in cerebral parenchyma
forming neuritic plaques and the intracellular accumulation of
hyperphosphorylated tau protein, which induce synaptic loss and
progressive neurodegeneration (Duyckaerts et al., 2009). In spo-
radic AD, several evidences support that lipid metabolism is related
to the processing, accumulation, and clearance of parenchymal Ab
(Hartmann, 2001). First, apolipoprotein E (ApoE), the most abun-
dant apolipoprotein in the brain, has been widely confirmed to
influence the development of Ab-associated pathologies, as the
possession of the APOE 34 allele is the strongest genetic risk factor
for AD (Schmechel et al., 1993) and cerebral amyloid angiopathy
(CAA) (Greenberg et al., 1995). Furthermore, diseases characterized

by alterations in the lipid profile, such as diabetes mellitus type 2
(Vagelatos and Eslick, 2013), atherosclerosis (Reitz et al., 2010), and
hypercholesteremia (Solomon et al., 2009), are defined as risk fac-
tors for developing AD (Stukas et al., 2014). In this context, apoli-
poprotein A-I (ApoA-I), the major component of high-density
lipoproteins (HDLs) in plasma and responsible for the transport of
cholesterol to the liver, has also been linked to AD pathology. ApoA-
I binds to circulating Ab peptides (Koudinov et al., 1998) and was
found to be associated with Ab in occasional senile plaques in AD
brains (Harr et al., 1996). Moreover, previous reports showed a
decrease in plasma ApoA-I in AD and dementia patients (Kawano
et al., 1995; Saczynski et al., 2007) and this decrease correlated
with the severity of the disease (Merched et al., 2000). On the other
hand, in vitro studies showed the capacity of ApoA-I to bind and
prevent Ab aggregation and toxicity (Koldamova et al., 2001; Paula-
Lima et al., 2009). Although ApoA-I was initially considered to be a
minor Ab carrier (Ghiso et al., 1993) and APOA1 deficiency did not
modify the total Ab load in a mouse model of AD (Fagan et al., 2004),
2 independent studies in 2010 emphasized again the involvement
of ApoA-I in Ab regulation. These studies demonstrated that the
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overexpression (Lewis et al., 2010) or the lack of APOA1 (Lefterov
et al., 2010) specifically affected the Ab deposition in cerebral
blood vessels or CAA, in addition to the modulation of the cognitive
function in transgenic mouse models of AD. On the other hand,
more recently, the acute administration of lipidated ApoA-I
(reconstituted HDLs) resulted in a reduction of soluble Ab levels
in amyloid precursor protein (APP)/presenilin-1 mice (Robert et al.,
2016). Thus, different pieces of evidence reinforce the idea that
ApoA-I-based therapies may also be considered to treat pathologies
associated with Ab deposition. In this context, structural modified
ApoA-I forms can provide novel opportunities to improve some of
the protective properties attributed to this lipid carrier.

ApoA-I-Milano (M) is a natural variant of APOA1 first discovered
in 1974 in individuals from northern Italy (Franceschini et al., 1980).
This mutation is caused by a cysteine substituting an arginine in the
173 position (R173C) (Weisgraber et al., 1983), facilitating the
homodimer formation through disulfide bonds (Alexander et al.,
2009a). Interestingly, although carriers of this variant exhibited a
lipid profile consistent with low HDL-cholesterol (HDL-C) and
moderate hypertriglycemia, ApoA-I-M seemed to confer protection
against the development of atherosclerosis and cardiovascular
disease (Sirtori et al., 2001). This finding was supported experi-
mentally, because the administration of different forms of recom-
binant ApoA-I-M resulted in the prevention of atherosclerosis
progression (Ibanez et al., 2008; Shah et al., 1998), an improvement
of endothelial dysfunction (Kaul et al., 2004) and enhanced vaso-
protective (Giannarelli et al., 2012), antioxidant (Bielicki and Oda,
2002) and anti-inflammatory properties (Ibanez et al., 2012;
Speidl et al., 2010) compared to that observed with the adminis-
tration of ApoA-I-wild type (wt). Furthermore, in humans, a ran-
domized controlled trial in patients with acute coronary syndrome
demonstrated that intravenous infusions of recombinant ApoA-I-M
(rApoA-I-M)/phospholipid complex (ETC-216, Pfizer) significantly
reduced the coronary atherosclerosis (Nissen et al., 2003). More
recently, the manufacturing process of ETC-216 has been improved,
and the compound has been renamed as MDCO-216 (The Medicines
Company) (Kallend et al., 2016).

From this background, our hypothesis was that the modulation
of the lipidic status by treatment with recombinant ApoA-I-M could
also ameliorate the features associated with cerebral Ab deposition.
Thus, our main objective was to determine the effect of chronic
intravenous administration of rApoA-I-M in APP23 mice as a
transgenic model of AD and CAA pathologies.

2. Materials and methods

2.1. Production and purification of human recombinant ApoA-I-wt
and ApoA-I-M

The production and purification methodology used to obtain
rApoA-I-wt is extensively described in Merino-Zamorano et al.
(2016). Briefly, pcDNA4.0 plasmids containing the cDNA of human
APOA-I-wt or APOA-I-M were used to transfect human embryonic
kidney 293T cells (HEK293T) cells. Cells producing the recombinant
proteins were grown in HYPERFlask systems (Corning Inc, New York,
NY, USA). Purification of the supernatants containing the rApoA-I-wt
or rApoA-I-M was performed with Ni-affinity chromatography in an
FPLC ÄKTA Purifier 100 System (GE Healthcare Bio-Sciences Corp.,
Piscataway, NJ, USA) using HiScreen Ni FF columns (GE Healthcare
Bio-Sciences Corp.). After the elution of the proteins of interest, a
dialysis against phosphate-buffered saline (PBS) 0.1X and a lyophi-
lisation step were performed. Proteins were reconstituted in water,
and the concentration was assessed with the BCA assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Their purity was determined
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE) followed by Coomassie SafeBlue staining (Nzytech, Lis-
boa, Portugal) in reductive conditions and analyzed using ImageJ
software (https://imagej.nih.gov/ij/). Both recombinant proteins
showed �95% purity, and aliquots were stored at �80 �C until
their use.

2.2. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis

The correct amino acid sequence of both recombinant proteins
produced was assessed by mass spectrometry. Briefly, the SDS-
PAGE gel slices containing the proteins of interest were cut and
digested using modified porcine trypsin (Promega, Madison, WI,
USA). The eluted peptides were dried in a SpeedVac and stored
at �20 �C until analysis by mass spectrometry. The tryptic digests
from excised bands were analyzed using linear ion trap Velos-
Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Instru-
ment control was performed using the Xcalibur 2.1.0 software
package (Thermo Fisher Scientific). The analysis was carried out by
the Proteomics Facility of Vall d’Hebron Oncology Institute (VHIO,
Barcelona).

2.3. Thioflavin-T binding assay

The ability to prevent the aggregation of Ab(1e40) and Ab(1e42)
peptides was compared between rApoA-I-wt and rApoA-I-M using
the thioflavin T (ThT) binding methodology. Ab(1e40) and
Ab(1e42) (Anaspec, Fremont, CA, USA) 1-mM stock solutions were
prepared from lyophilized powders following the manufacturer’s
instructions to avoid aggregation. Aliquots were stored at �80 �C
until their use. The kinetic of Ab fibrillization was studied over time
using different Ab:Apo molar ratios: 13 mM of Ab(1e40) or
Ab(1e42) were mixed with 0.13 mM or 0.013 mM of ApoA-I-wt/
ApoA-I-M (1:0.1 and 1:0.01 molar ratio). The fibrillization state of
the samples was studied at 0, 2, 6, 24, and 48 hours after incubation
at 37 �C under vigorous agitation. To this end, 5 mL of freshly pre-
pared 0.1 mM ThT (Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, USA) and
50 mM Tris buffer (pH 8.5) were added to a final volume of 200 mL.
Fluorescence was recorded after 300 seconds in a fluorometer
(SynergyMx; Biotek, Winooski, VT, USA) at 435 nm/490 nm. Data
are represented in fluorescence intensity units subtracting the
value at t ¼ 0 for each sample. All measurements are obtained from
3 independent experiments run in duplicate.

2.4. Treatments and cell viability analysis in cultured cells

The ability of rApoA-I-wt and rApoA-I-M to prevent Ab(1e42)
cytotoxicity was determined using the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma-
Aldrich) reduction assay in the cerebral human microvascular
endothelial cell line (human cerebral microvascular endothelial
cell/D3 cell line [hCMEC/D3]), which was kindly provided by Dr
Couraud, Cochin Institute, France (Weksler et al., 2005). Cells were
placed at 1 �105 cells/mL in 24-well plates in wells precoated with
rat collagen I (1:50; Cultrex; Gaithersburg, MD, USA), grown in
EBM-2 medium (Lonza, Barcelona, Spain) supplemented with 1:2 of
the provided factors, human fibroblast growth factor-basic, vascular
endothelial growth factor, human epidermal growth factor, long
arginine 3- insulin-like growth factor 1, hydrocortisone, heparin,
ascorbic acid, 0.1% of gentamicin sulfate anphotericin-B (GA), and
2% fetal bovine serum (FBS), and maintained at 37 �C in a humidi-
fied incubator containing 5% CO2 and atmospheric oxygen for
24 hours. First, the cytotoxic effect induced by Ab(1e42) was
determined in hCMEC/D3. For this purpose, cells were treated with
1 or 10 mM of Ab(1e42) in EBM-2 supplemented with 0.1% GA
during 24 or 48 hours. After the end of the treatment, cell viability
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was determined by adding 0.5 mg/mL of MTT, followed by incu-
bation for 2 hours at 37 �C. Then, the media was replaced by 200 mL
of dimethyl sulfoxide. The amount of formazan blue formed after
MTT reduction was quantified spectrophotometrically at 590 nm.
Once the optimal cytotoxic conditions were selected, cells were
then cotreated with 10 mM Ab(1e42) and 1 mM rApoA-I-wt or 1 mM
rApoA-I-M in EBM-2 medium supplemented with 0.1% GA. Alter-
natively, cells were first treated with 10 mM Ab(1e42) for 24 hours,
and then, the medium was replaced, and cultures were post-treated
with 1 mM rApoA-I-wt or 1 mM rApoA-I-M for 24 hours. Corre-
sponding cells were treated with PBS as vehicle. At the end of
treatments, cell viability was determined by the MTT reduction
methodology, as previously described. All results are presented as a
percentage of the MTT reduction in PBS-treated cells.

On the other hand, the effect of rApoA-I-wt and rApoA-I-M on
the citotoxicity induced by Ab(1e42) was also studied in the neu-
roblastoma cell line SH-SY5Y (Sigma-Aldrich). Cells were placed at
1 � 105 cells/mL in 24-well plates in wells precoated with rat
collagen I (1:50), grown in DMEM-F12 medium (Thermo Fisher)
supplemented with 20% FBS, 1% penicillin/streptomycin, and 1% of
essential amino acids and maintained at 37 �C in a humidified
incubator containing 5% CO2 and atmospheric oxygen. Cells were
cotreated with 10 mM of Ab(1e42) and 1 mM rApoA-I-wt or rApoA-I-
M in DMEM-F12 supplemented with 1% penicillin/streptomycin
and 1% essential amino acids for 24 hours. At the end of the treat-
ments, cell viability was determined by the MTT reduction meth-
odology, as previously described.

2.5. In vivo experiments

All procedures were approved by the Ethics Committee for An-
imal Experimentation of the Vall d’Hebron Research Institute
(protocol number 78/13) and conducted in compliance with the
Spanish legislation and in accordance with the Directives of the
European Union. Animals were maintained in climate-controlled
environment on a 12-hour light/12-hour dark cycle. Food and wa-
ter were available ad libitum. The stability of rApoA-I-M in plasma
was analyzed in 8-month-old C57/BL6 (Janvier, Saint Berthevin
Cedex, France) male mice. For the administration, animals were first
anesthetized under spontaneous respiration with isoflurane (5%) in
oxygen (2%) and then treated by retro-orbital injection, a reliable
method for intravenous (IV) delivery in mice (Yardeni et al., 2011).
Mice were treated intravenously with rApoA-I-M (at 2 mg/kg) at 7
different time points (5 minutes, 30 minutes, 1 hour, 3 hours,
24 hours, 48 hours, and 72 hours) before euthanasia. Blood was
then collected through cardiac puncture, and ethyl-
enediaminetetraacetic acid plasma was separated and stored
at �80 �C. Chronic treatment with rApoA-I-M or saline was carried
out in APP23 transgenic mice (Novartis, Basel, Switzerland). These
animals overexpress the APP protein containing the Swedish mu-
tation (K670M/N671L) under the Thy1 neuronal promoter. Hemi-
zygote B6, D2-TgN[Thy-APPSWE]-23-Tg mice (APP23) provided by
Novartis Institutes for BioMedical Research, Novartis Pharma AG
(Basel, Switzerland) were backcrossed twice with C57BL/6 mice
(Janvier). The APP genotype was tested by Transnetyx (Cordova, TN,
USA) from tail samples and hemizygote mice and wt littermates
were bred to reach the final study cohort. For the chronic in vivo
study, 16-month-old APP23 male mice received 24 IV doses (3
doses/week) of rApoA-I-M at 2 mg/kg (n¼ 10) or saline (n¼ 10) via
retro-orbital sinus. Mortality was not associated with the treatment
(c2 ¼ 0.531), as 1 mouse from the rApoA-I-M-treated group and 1
mouse from the saline-treated group were found dead before the
end of the treatment, and another mouse from the rApoA-I-M-
treated group died during the manipulation at the end of the
treatment.

To determine the ability of rApoA-I-M to promote Ab efflux from
brain after IV administration, an acute single-dose treatment was
performed. To this end, APP23 male mice (n¼ 5) were anesthetized
under isoflurane flow. and plasma was obtained through retro-
orbital puncture. Forty-eight hours later, animals were treated
with 2 mg/kg of rApoA-I-M, as previously described. Finally, 1 hour
after administration, animals were anesthetized under isoflurane
flow and euthanized, followed by blood collection through cardiac
puncture.

2.6. Tissue processing

After 12 hours of fasting conditions, mice subjected to the
chronic treatment were anesthetized under isoflurane flow and
euthanized 24 hours after the last treatment administration. Blood
was collected through cardiac puncture and transcardial perfusion
with 25 mL of cold 0.1 M PBS, pH 7.4. Brains were rapidly removed
and divided into hemispheres. The first hemisphere was quickly
frozen at �80 �C for posterior homogenization. The other hemi-
sphere was drop fixed in 10% formalin (Diapath, Martinengo, Italy)
solution at room temperature (RT) for 48 hours before paraffin
embedding.

2.7. Brain homogenates

Soluble, membrane-associated and insoluble protein fractions
were obtained from each hemisphere of the mice. Brain tissue was
homogenized in 4 mL of tris-buffered saline (pH ¼ 7.4) supple-
mented with cOmplete, ethylenediaminetetraacetic acid-free pro-
tease inhibitor cocktail (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany),
and the samples were centrifuged at 8000g for 30 minutes at 4 �C.
The supernatant was selected as the soluble Ab fraction, whereas
the pellet was homogenized in 4 mL of tris-buffered saline sup-
plemented with 1% Triton X-100 and protease inhibitors (pH ¼ 7.4).
Samples were subjected to centrifugation at 8000g for 30 minutes
at 4 �C. The supernatant was selected as the membrane-associated
fraction, whereas the pellet was homogenized in 4 mL of 5M gua-
nidine (Sigma-Aldrich) supplemented with protease inhibitors
(pH ¼ 8). Samples were then maintained in shacking conditions for
3 hours at RT, followed by centrifugation at 8000g for 30 minutes at
4 �C. The new supernatant was selected as the insoluble fraction,
and the pellet was discarded. Selected fractions were aliquoted and
stored at �80 �C until their use.

2.8. Enzyme-linked immunosorbent assay

Ab was quantified in plasma and soluble, membrane-associated
and insoluble protein fractions from brain homogenates with the
commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits for
both Ab(1e40) (KHB3481) and Ab(1e42) (KHB3441, Thermo Fisher
Scientific). The levels of interleukin-1b (IL-1b) were measured in
soluble brain homogenates with commercial ELISA for mouse IL-1b
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Human ApoA-I ELISA (Ab108803,
Abcam, Cambridge, UK) was used to detect the presence of rApoA-I-
M in mouse plasma and brain after the acute or chronic IV treat-
ment (samples processed 1 or 24 hours after the last infusion,
respectively), following the manufacturer’s instructions.

2.9. Immunohistochemistry

A series of 3 paraffin-embedded sagittal sections were selected
800 mm apart, starting from the division of the hemispheres. All
samples were deparaffinized for 1 hour at 65 �C and treated with 2%
H2O2 and 10% methanol diluted in PBS for 15 minutes. The sections
were incubated during 1 hour in blocking solution (PBS, 0.2%

S. Fernández-de Retana et al. / Neurobiology of Aging 60 (2017) 116e128118



Triton-X, 10% FBS and 1.5 g/mL glycine) and, then, incubated over-
night (ON) at 4 �C with an anti-human Ab monoclonal antibody
(Ab4G8, Covance, Princeton, NY, USA) diluted 1/5000 in blocking
solution. After that, slices were incubated with biotinylated
a-mouse IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluted
1/200 in blocking solution for 1 hour at RT and then 1 hour with
streptavidin-HRP (Vector Laboratories) diluted 1/200 in blocking
solution. Finally, diaminobenzidine (Dako, Denmark) was applied
until a brown end-product was visualized and contrast staining was
done with Harris hematoxylin solution (Sigma-Aldrich). The num-
ber of Ab deposits larger than 50 pixels2 was counted from each
section using ImageJ Software. The mean number of deposits for
each mouse was obtained from the analysis of the 3 brain sections.

Immunohistochemistry to detect neuronal loss in mice brains
was performed following the same methodology using mouse anti-
neuronal nuclear antigen (NeuN) (1/200; Millipore). The NeuN-
positive cell quantification was done in cortex and hippocampus
(CA1, CA3, and polymorphic layer of dentate gyrus) of paraffin-
embedded sagittal sections. In each condition, 3 independent im-
ages were obtained from brain areas obtained at 40�magnification.
In each image, NeuN-positive cells were counted in 3 different
random squares of 150 mm2 in cortical areas, whereas for the
different regions of the hippocampus, squares of 100 mm2 were
used. Results are presented as the mean of counted cells per mm2.

2.10. Thioflavin S staining

Thioflavin S (ThS) staining was carried out to visualize the
fibrilar Ab deposits in the mouse brains after the treatment. After
deparaffinization, series of 3 sagittal sections selected 800 mm
apart, were immersed in 1% ThS (Sigma-Aldrich) dissolved in
ethanol 75% during 30 seconds. The excess of ThS was drained and
the slices were again immersed in 0.1% ThS in ethanol 75% for
1 minute, then, sections were dehydrated, and DAPI (40,6-dia-
midine-20-phenylindole dihydrochloride) was used as contrast
staining before mounting the preparations.

2.11. Resorufin staining

For vascular-specific amyloid detection, resorufin staining was
performed using paraffin-embedded mice brain hemispheres
following the protocol previously described (Han et al., 2011).
Briefly, all samples were deparaffinized for 1 hour at 65 �C, washed
3 times in PBS during 5 minutes and permeabilized in PBS-0.25%
Triton X-100 for 30 minutes. Samples were then stained with
resorufin 1 mM (Sigma-Aldrich) diluted in PBS-0.25% Triton X-100
for 5 minutes. After 3 washes in PBS, followed by a wash in PBS-
50% ethanol for 3 minutes, samples were dehydrated and DAPI
(Vector Laboratories) was used as contrast staining before
mounting the preparations. The vascular amyloid deposition was
calculated by determining the fluorescent-positive area (pixels2)
in the brain with ImageJ Software. The mean vascular positive area
for each mouse was obtained from the analysis of the 3 brain
sections.

2.12. Immunofluorescence combined with ThS staining

The expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) or cluster
of differentiation 68 (CD68), as markers of reactive astrocytes and
phagocytic microglial cells respectively, was determined by
immunofluorescence. Deparaffinized samples were subjected to
antigen retrieval process through the immersion of samples in
sodium citrate buffer (10 mM sodium citrate, 0.05 % tween 20,
pH ¼ 6) at 95 �C for 30 minutes. Then, samples were incubated
during 1 hour in blocking solution (PBS, 0.2% Triton-X, 10% FBS and

1.5 g/mL glycine) and incubated ON at 4 �C with mouse anti-GFAP
(Thermo Fisher) diluted 1/200 in blocking solution or rabbit
anti-CD68 (Abcam) diluted 1 mg/mL in blocking solution. Samples
were incubated with the corresponding Alexa Fluor 563-labeled
a-rabbit IgG or a mouse IgG diluted 1/200 in blocking solution.
Finally, sections were stained with ThS staining, as previously
described, and DAPI was used as nuclear contrast staining before
mounting the preparations.

2.13. Plasma lipid profile

Fasting total cholesterol (TC), HDL-C, and triglyceride (TG) levels
in the mouse plasma were analyzed automatically using an AU
5800 analyzer (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA), located in
Clinic Laboratories in Vall d’Hebron Hospital (Barcelona, Spain).
Reagents were purchased from Beckman Coulter, and the quanti-
fication was done following the manufacturer’s instructions. The
level of low-density lipoprotein (LDL-C) was calculated by sub-
tracting the HDL-C levels from the TC levels.

2.14. Western blotting

For the immunodetection of different protein profiles, 1 mL of
plasma or 80 mg of brain homogenates (soluble or membrane-
bound fraction) was loaded in a 12% acrylamide SDS-PAGE under
reducing conditions. Then, the gels were transferred to nitrocel-
lulose membranes (Amersham Bioscience, Amersham, UK) for
1 hour at 100 V. Blocking was done in 10% nonfat milk for 1 hour,
followed by ON incubation at 4 �C with specific antibodies diluted
1/1000 in blocking solution. The primary antibodies used were
rabbit anti-human ApoA-I (1/1000) (Abcam), goat anti-mouse
ApoA-I (1/1000) (Novus, Littleton, CO, USA), rabbit anti-ApoE (1/
1000) (Abcam), goat anti-apolipoprotein J (ApoJ) (1/1000) (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), rabbit anti-LRP1 (1/1000) (lipo-
protein receptor protein-1; Calbiochem, San Diego, CA, USA), goat
anti-RAGE (1/1000) (receptor for advanced glycosylated end-
products; R&D Bioscience), mouse anti-ABCA1 (1/1000) (ATP-
binding cassette-A1; Abcam), rabbit anti-mouse SRB-I (1/500)
(scavenger receptor-B-I; Abcam), rabbit-neprilysin (1/1000)
(Neprilysin; Abcam), rabbit-IDE (1/2000) (insulin degrading
enzyme; Abcam), rabbit anti-GFAP (1/1000) (glial fibrillary acidic
protein; Sigma-Aldrich), rat anti-CD68 (1/1000) (cluster of differ-
entiation 68; Abcam), rabbit anti-mouse IBA-1 (1/2000) (ionized
calcium-binding adapter-1; Wako-Chem, Richmond, VA, USA),
mouse anti b-actin (1/10,000) (Sigma-Aldrich), mouse anti-GAPDH
(1/2000) (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; Thermo
Fisher Scientific), rabbit anti-APP (1/5000) (Alzheimer precursor
protein; Millipore, Madrid, Spain) to determine full-length APP and
a-CTF and b-CTF fragments, mouse anti-sAPPa (1/1000) (soluble
APP alpha-fragment; Takara, Kusatsu, Japan) and mouse anti-sAPPb
(1/1000) (soluble APP Beta-fragment; Takara). Membranes were
next immunoreacted with HRP-conjugated antibodies diluted in
blocking solution for 1 hour at RT. Anti-rabbit-HRP (1/1000) (GE
HealthCare Bio-Sciences Corp.), anti-mouse-HRP (1/1000) (GE
HealthCare Bio-Sciences Corp.), anti-Rat-HRP (1/2000), or anti-
goat-HRP (1/5000) (Sigma-Aldrich) were used as HRP-conjugated
antibodies. Membranes were further developed by enhanced
chemiluminescence using PierceECL Western Blotting Luminol/
Enhancer and Stable Peroxide solutions (Thermo Fisher Scientific).
The amount of target protein was quantified by measuring the in-
tensity of the corresponding band using ImageJ software. The
expression of b-actin or glyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-
nase was used as a loading control when analyzing proteins
expressed in the brain.
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For the determination of SDS-stable rApoA-I-M/Ab complexes,
nonreductive SDS-PAGE was performed. For this purpose, 1 mL of
plasma from acutely treated and nontreated APP23 or wt mice was
loaded in 10% acrylamide SDS-PAGE (without 5% b-merpactoetha-
nol or sample heating). Gels were transferred into nitrocellulose
membranes as previously described. rApoA-I-M was detected using
the rabbit-anti-human ApoA-I antibody and the Ab-linked species
with the anti-human Ab monoclonal antibody Ab4G8.

2.15. Statistical analysis

GraphPad Prism 5 was used for statistical analysis. The
normality was checked with the Shapiro-Wilk normality test. The
significant differences were assessed using t test or analysis of
variance with Dunnett’s multiple comparison post hoc tests as
appropriate. The data represent the mean � standard error of the
mean, unless specified otherwise. A p-value <0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Production and characterization of human recombinant ApoA-
I-wt and ApoA-I-Milano (M)

Highly pure recombinant ApoA-I and ApoA-I-M variants were
produced from stable transfection of cultured HEK293T cells. Coo-
massie protein staining and Western blot demonstrated that both
recombinant proteins showed a higher molecular weight than the
native ApoA-I purified from human plasma. The recombinant pro-
teins contain a c-Myc tag and a polyhistidine tag at the N-terminus
for their purification that conferred a 4.81 kDa increase in their
molecular weight (Fig. 1A and B). The analysis of the amino acid
sequences confirmed that the rApoA-I-M variant had a cysteine

residue at position 173 (R173C) (Fig.1C). The functionality of rApoA-
I-wt and rApoA-I-M was assessed by ThT Ab-binding assay, which
demonstrated that both of them were equally able to avoid the
aggregation of Ab(1e42) and Ab(1e40) peptides in vitro at the
higher concentration rate assayed. The kinetics of the reaction of Ab
coincubated with the rApoA-1 proteins (concentration ratio 1:0.1)
presented a reduced ThT intensity plateau than the corresponding
Ab(1e42) or Ab(1e40) samples (Fig. 1D).

3.2. Effect of rApoA-I-wt and rApoA-I-M on the cytotoxicity induced
by Ab in cultured cerebral endothelial cells

The capability of rApoA-I-wt and rApoA-I-M to prevent the
cytotoxicity induced by Ab(1e42) peptide in vascular brain cells
was tested. First, the proper experimental conditions were selected
by determining the cell viability reduction induced by increasing
doses of Ab(1e42) at different time points in cerebral microvas-
cular endothelial cells (hCMEC/D3; Suppl. Fig. 1A). Next, we
observed that both rApoA-I-wt and rApoA-I-M were able to protect
the cultured endothelial cells when they were cotreated with
10 mM Ab(1e42) for 24 hours (Fig. 2A). Because we previously
determined that rApoA-I-wt and rApoA-I-M were equally able to
prevent the aggregation of Ab(1e42), we next wanted to analyze
whether these apoliproteins also exhibited cytoprotective prop-
erties without considering their Ab binding effect. Therefore,
hCMEC/D3 cells were treated with 10 mM Ab(1e42) for 24 hours
and post-treated with or without 1 mM rApoA-I-wt or rApoA-I-M
for another 24 hours. In this case, we found that rApoA-I-M was
significantly more effective than rApoA-I-wt in protecting brain
endothelial cells from Ab(1e42)-toxicity (Fig. 2B). In fact, rApoA-I-
wt did not modify the reduction in cell viability induced by
Ab(1e42) after the 24-hour incubation. Isolated treatment with
rApoA-I-wt or rApoA-I-M did not influence hCMEC/D3 viability in

Fig. 1. Production and characterization of human recombinant ApoA-I-wt and ApoA-I-Milano (M). (A) Coomassie blue-stained gel and (B) Western blot showing anti-ApoA-I of
purified rApoA-I-wt, rApoA-I-M, and human native protein (nApoA-I). (C) Mass spectrometric analysis of the sequences of rApoA-I-wt (containing an arginine residue at position
173) and rApoA-I-M (containing a cysteine at position 173) proteins. (D) In vitro functional test: ThT fluorescence intensity of Ab(1e42) and Ab(1e40) after the incubation with or
without rApoA-I-wt or rApoA-I-M at 37 �C over time (concentration ratio Ab:rApoA-I ¼ 1:0.01 and 1:0.1). **p < 0.01, *p < 0.05 Ab versus Ab: rApoA-I-M 1:0.1. &p < 0.05 Ab versus
Ab: rApoA-I-wt 1:0.1. Abbreviations: Ab, beta amyloid; ApoA-I, apolipoprotein A-I; rApoA-I, recombinant ApoA-I; ThT, Thioflavin T; wt, wild type.
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any of the approaches. We also tested the protective potential ef-
fect of rApoA-I-wt or rApoA-I-M in the neuroblastoma cell line SH-
SY5Y, as an in vitro model of neuronal function. However, in this
case, the cotreatment with the recombinant proteins did not
modify the cell viability reduction induced by Ab(1e42)
(Suppl. Fig. 1B).

3.3. Ab levels in old APP23 mice chronically treated with rApoA-I-M

From our in vitro results and previous literature showing the
vasoprotective properties of the mutated ApoA-I compared to the
wt variant (Bielicki and Oda, 2002; Cimmino et al., 2009; Ibanez
et al., 2012), we planned to specifically determine the effect of

chronic treatment with rApoA-I-M in an AD experimental model
in vivo. For this purpose, we first confirmed the stability of the
human recombinant protein in mouse plasma after an IV admin-
istration (2 mg/kg of rApoA-I-M) at different time points. The dif-
ference in the molecular weight of the infused human recombinant
protein (rApoA-I-M) in comparison to the plasma mouse ApoA-I
protein analyzed by Western blot allowed us to determine that
rApoA-I-M was circulating in the bloodstream up to 72 hours after
its administration (Fig. 3A and B).

Next, 16-month-old APP23 transgenic mice were given a
chronic treatment of 2 mg/kg of rApoA-I-M, which consisted of 3
doses per week for 8 weeks (24 doses) in order to ensure a
continuous load of rApoA-I-M in circulation during the procedure

Fig. 3. Plasma stability of rApoA-I-M in mouse plasma. (A) Western blot anti-ApoA-I of plasma samples from mice treated intravenously with 2 mg/Kg rApoA-I-Milano (M) after
different time points. Cþ: 50 ng rApoA-I-M recombinant human ApoA-I-M. (B) Representation of the presence of the rApoA-I-M molecule in mouse plasma after a single IV dose. (C)
Time diagram showing the experimental design of the study based on the chronic treatment of 16-month-old APP23 mice with rApoA-I-Milano or saline. Abbreviations: ApoA-I,
apolipoprotein A-I; APP, amyloid precursor protein; a.u, arbitrary units; IV, intravenous; mApoA-I, mouse ApoA-I; NT, plasma sample of nontreated mice; rApoA-I, recombinant
ApoA-I.

Fig. 2. Effect of rApoA-I-wt and rApoA-I-M on the cytotoxicity induced by Ab(1e42) in hCMEC/D3 cells. MTT reduction viability assay in cultured cells (A) cotreated with
10 mM Ab(1e42) and 1 mM rApoA-I-wt/rApoA-I-M for 24 hours **p < 0.01 and *p < 0.05 compared to control condition; (B) cells treated with 10 mM Ab(1e42) for 24 hours and post-
treated with or without 1 mM rApoA-I-wt/rApoA-I-M for 24 hours ***p < 0.001 compared to control condition. þþp < 0.01 and þp < 0.05 compared to the corresponding Ab(1e42)-
treated condition. Abbreviations: Ab, beta amyloid; ApoA-I, apolipoprotein A-I; rApoA-I, recombinant ApoA-I; wt, wild type.
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Fig. 4. Ab levels in 18-month-old APP23 mice chronically treated with rApoA-I-M. (A) Ab(1e40) and Ab(1e42) levels in soluble, membrane-bound and insoluble fractions of brains
from 18-month-old APP23 mice determined by ELISA. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 rApoA-I-M versus saline treated-group. (B) Representative images of Ab staining by
immunohistochemistry of the cerebral cortex of saline and rApoA-I-M-treated mice and the analysis of the number of Ab-positive deposits (>50 pixels2) in those brains. *p < 0.05
rApoA-I-M versus saline-treated group. (C) Representative images of ThioS staining to detect the presence of fibrilar Ab in the cerebral cortex of saline and rApoA-I-M-treated mice
and the analysis of the number of ThS-positive deposits (>50 pixels2) in those brains. *p < 0.05 rApoA-I-M versus saline-treated group. (D) Representative images of vascular Ab
deposits determined by resorufin staining of the cerebral cortex of saline or rApoA-I-M-treated mice and the analysis of the area of positive fluorescent staining in those brains. *p <

0.05 rApoA-I-M versus saline-treated group. The data represent the mean � SD, N ¼ 6e8/group. Abbreviations: Ab, beta amyloid; ApoA-I, apolipoprotein A-I; APP, amyloid precursor
protein; rApoA-I, recombinant ApoA-I; SD, standard deviation; ThS, Thioflavin S.
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(Fig. 3C). The age for starting the treatment was selected according
to the progression of cerebral Ab deposition in the APP23 trans-
genic line (Suppl. Fig. 2). Mice that received chronic doses of
rApoA-I-M did not show differences in weight, appearance, or
behavior compared to that of the saline-treated group. After
8 weeks of treatment, we found reduced levels of membrane-
bound and insoluble Ab(1e40) and Ab(1e42), as well as lower
soluble Ab(1e40) levels, in the 18-month-old mice that received
rApoA-I-M compared to that observed in the saline-treated group
as determined by ELISA (Fig. 4A). The concentration of Ab(1e40)
and Ab(1e42) in plasma obtained 24 hours after the last admin-
istration was also analyzed by ELISA, although plasma Ab(1e42)
was not detected in mice. We did not find differences in plasma
Ab(1e40) levels among APP23-treated groups. As expected, wt
mice did not present detectable Ab(1e42) or Ab(1e40) in the brain
or plasma. We also found less parenchymal Ab deposits, deter-
mined by immunohistochemistry (Fig. 4B) and fewer fibrilar Ab
deposits, determined by ThS staining (Fig. 4C), in rApoA-I-M-
treated APP23 mice. The intravenous treatment with rApoA-I-M
also resulted in a reduction of CAA load (Fig. 4D), determined by
resorufin staining which preferentially binds cerebrovascular am-
yloid deposits over plaques.

3.4. Effect of acute rApoA-I-M treatment on Ab plasma levels

With the aim to detect whether rApoA-I-M was able to bind Ab
in vivo, we acutely treated APP23 mice with 2 mg/Kg of rApoA-I-M
and obtained plasma 1 hour after the administration (Fig. 5A). First,
when Ab(1e40) levels were determined by ELISA in plasma before
and after the rApoA-I-M administration, we observed a significant
increase in circulating Ab(1e40) levels in all mice analyzed (Fig. 5B).
We then examined if we were able to identify rApoA-I-M/Ab
complexes in those plasma samples obtained only 1 hour after the
treatment by nonreductive SDS-PAGE and Western blot. As shown

in the new Fig. 5C, we detected SDS-stable species (w40 KDa) that
were recognized by both anti-human ApoA-I and anti-Ab anti-
bodies only in plasma from rApoA-I-M-APP23etreated mice, sug-
gestive of complexes formed by rApoA-I-M/Ab. In plasma from
nontreated and treated wt mice or nontreated APP23 mice, com-
plexes were not detected.

3.5. Effect of peripheral chronic treatment with rApoA-I-M on APP
processing and expression of Ab clearance receptors

We evaluated whether the lower levels of Ab(1e42) and
Ab(1e40) in the brains of mice that received rApoA-I-M could be
explained by a modification of APP processing or the Ab clearance
induced by the treatment. Fig. 6A demonstrates that there was no
difference in brain levels of full-length APP expression or in the
presence of the secreted APP fragment products (sAPPa and
sAPPb) and C-terminal APP fragments (a-CTF and b-CTF), indi-
cating that chronic rApoA-I-M administration did not modify the
processing of APP. We also confirmed that the expression of LRP-1
and RAGE, receptors involved in Ab clearance at the blood-brain
barrier (BBB), were not altered by the treatment with rApoA-I-M
(Fig. 6B). The expression of insulin-degrading enzyme and nepri-
lysin, which are 2 of the principal enzymes involved in Ab
degradation, was also not different in brains from saline or rApoA-
I-Metreated mice (Fig. 6C).

3.6. Brain inflammatory status of APP23 mice chronically treated
with rApoA-I-M

We determined the effect of the peripheral rApoA-I-M chronic
treatment in brain inflammation through the evaluation of spe-
cific markers. We observed that the treatment effectively reduced
glial reactivity, as assayed by the presence of GFAP, as well as
activated microglia. Indeed, brains from rApoA-I-Metreated mice

Fig. 5. Effect of acute rApoA-I-M treatment on Ab plasma levels in APP23 mice. (A) Time diagram showing the experimental design of the acute treatment procedure with rApoA-I-
Milano in old APP23 mice. (B) Plasma Ab(1e40) levels before and after the rApoA-I-M IV treatment. *p < 0.05, paired t test. The data represent the mean � SD, N ¼ 5. (C) Parallel
nonreductive SDS-PAGE and Western blot analysis of plasma samples from nontreated (NT) and rApoA-I-M-treated wt and APP23 mice, using antibodies against anti-Ab and anti-
human ApoA-I. *Indicates the presence of rApoA-I-M in plasma and **indicates possible SDS-stable complexes of Ab/rApoA-I-M in plasma. Abbreviations: Ab, beta amyloid; ApoA-I,
apolipoprotein A-I; APP, amyloid precursor protein; IV, intravenous; rApoA-I, recombinant ApoA-I; SD, standard deviation; wt, wild type.
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showed a lower expression of the phagocytic microglia marker
CD68, but no detectable changes in the brain expression of the
resting microglia marker ionized calcium-binding adapter-1
(Fig. 7A). Immunofluorescence analysis confirmed the expression
of GFAP in reactive astrocytes, as well as the CD68 positivity in
cells surrounding the Ab plaques in old APP23 mouse brains
(Suppl. Fig. 3). On the other hand, the analysis of IL-1b levels in the
soluble fraction of brain homogenates determined by ELISA
showed a trend towards a reduction in the rApoA-I-Metreated
mice compared to that of the saline-treated group (1.18 � 0.13 vs.
2.15 � 0.46 pg/mg brain, respectively; p ¼ 0.089), presenting
comparable levels to the wt mouse brains (1.26 � 0.20 pg/mg
brain). Moreover, the concentration of the proinflammatory
cytokine IL-1b was positively correlated with soluble and insol-
uble levels of Ab(1e42) and Ab(1e40) in the whole APP23 mice
cohort, confirming the relevant neuroinflammation associated
with the Ab deposition in this model (Fig. 7B). Neuroinflammation
in APP23 mice was associated to fewer NeuN-positive cells in the
CA1 area of the hippocampus compared with wt mice. However,
rApoA-I-M treatment did not alter the neuronal loss in this area
(Suppl. Fig. 4).

3.7. Lipidic profile of APP23 mice chronically treated with
rApoA-I-M

Because APOA1-M carriers show an altered lipidic profile in
plasma (Franceschini et al., 1980; Sirtori et al., 2001), we next
analyzed whether the 2 months of treatment with rApoA-I-M
could influence those parameters in mice. Twenty-four hours af-
ter the last infusion, we found indistinguishable levels of TC, HDL,
LDL, and TGs in fasting plasma of rApoA-I-M- or saline-treated
mice compared to the profile in wt mice (Fig. 8A). We also eval-
uated whether the treatment with rApoA-I-M resulted in a
compensatory effect on the levels of ApoA-I, as well as on the most
relevant apolipoproteins in the brain. An increased level of human
ApoA-I, corresponding to the human recombinant protein used for
the treatment, was confirmed in the rApoA-I-M-treated group
(Fig. 8B). However, no differences between groups were obtained
either in the plasma levels of mouse ApoA-I and ApoE or in the
brain expression of ApoE and ApoJ (Fig. 8B and C). The treatment
with rApoA-I-M did not alter the expression of cerebral ABCA1 or
SRB-I (Fig. 8D), which are considered the key mediators of the
cellular cholesterol efflux pathway. On the other hand, the

Fig. 6. Effect of rApoA-I-M treatment on the production and clearance of Ab in APP23 mice. Western blot analysis to determine the levels of (A) full-length APP, soluble APPa,
soluble APPb, a-CTF, and b-CTF, (B) the expression of Ab receptors at the BBB level (LRP1 and RAGE), and (C) the expression of the principal Ab degrading enzymes (IDE and NEP), in
brain homogenates of rApoA-I-M and saline-treated mice. N ¼ 4/group. Abbreviations: ApoA-I, apolipoprotein A-I; APP, amyloid precursor protein; IDE, insulin degrading enzyme;
LRP1, lipoprotein receptor protein-1; NEP, neprilysin; RAGE, receptor for advanced glycosilated endproducts; rApoA-I, recombinant ApoA-I; a-CTF, APP C-terminal fragment a; b-
CTF, APP C-terminal fragment b.
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expression of mouse ApoA-I was undetectable in the brain
analyzed either by Western blot or immunohistochemistry (data
not shown). Furthermore, after an acute or chronic IV adminis-
tration, rApoA-I-M was not detected in brain (processed 1 hour or
24 hours after the last infusion) by Western blot or ELISA (Suppl.
Fig. 5), which suggested that the rApoA-I-M did not cross the
BBB and supported the fact that it did not act via binding to
cerebral Ab.

4. Discussion

Currently, there is no treatment that improves the outcome of
patients suffering from Ab-related pathologies, such as AD or CAA.
Therefore, proteins that bind Ab material, prevent its aggregation,
and modulate its transport may be powerful therapeutic tools. In
this study, we have investigated the impact of a chronic peripheral
treatment based on the intravenous administration of a natural
variant of ApoA-I. The implication of ApoA-I in AD is not completely
elucidated. Beyond its proposed role in preventing the formation of
Ab fibrils in vitro (Koldamova et al., 2001; Merino-Zamorano et al.,
2016; Paula-Lima et al., 2009) or acting as an Ab-peripheral trans-
porter (Ghiso et al., 1993; Koudinov et al., 1998; Montañola et al.,
2016), ApoA-I/HDL possesses vasoprotective, anti-inflammatory,
and antioxidative properties (Mineo and Shaul, 2012) that makes
ApoA-I-based therapies a suitable tool not only for coronary artery
disease but also for cerebral b-amyloidosis. In fact, epidemiological
data suggest that AD and cardiovascular disease share common risk
factors, such as high blood pressure, high total plasma cholesterol,
and severe atherosclerosis (Hofman et al., 1997; van Oijen et al.,
2007). In this context, the main objective of this study was to

particularly determine the effect of the ApoA-I R173C-mutated
protein (ApoA-I-M variant) in an experimental model of AD. For this
purpose, we first produced and purified recombinant ApoA-I-M and
ApoA-I-wt proteins from human cultured cells. We confirmed that
both proteins were functional and equally effective in preventing
the formation of high molecular species of Ab(1e40) and Ab(1e42).
This result suggested that the R173C mutation did not confer a
change in the conformation that interfered with the Ab binding
affinity. Thus, rApoA-I-M seemed to maintain the capacity of ApoA-I
to act as an Ab chaperone (Koldamova et al., 2001; Paula-Lima et al.,
2009). We then tested their capability to avoid the cell viability
reduction induced by Ab(1e42) in brain endothelial cells. To our
knowledge, this is the first time that cerebrovascular cells were
challenged with the rApoA-I-M variant. We found that when the
recombinant proteins were postincubated in Ab(1e42)-damaged
cells, only the rApoA-I-M had a protective impact, suggesting that
this mutated form presented vasoprotective properties, beyond the
Ab binding effect.

The next step was to determine the effect of rApoA-I-M in an
in vivo AD model. Among the different APP transgenic models, the
APP23 mouse model was selected because it is characterized by a
prominent vascular amyloid deposition and resultant amyloid
angiopathy, in addition to the increasing number of fibrillar Ab
plaques with age (Sturchler-Pierrat et al., 1997). After confirming
that the human protein rApoA-I-M was relatively stable in mouse
plasma after its IV administration, a chronic treatment for 8 weeks
(3 doses/week) was carried out in old APP23 mice. The treatment
showed efficacy since the cerebral Ab levels were significantly
reduced in mice that received rApoA-I-M compared to that in the
saline-treated mice. In particular, we found not only lower levels of

Fig. 7. Brain inflammatory status of APP23 transgenic mice chronically treated with rApoA-I-M. (A) Western blot analysis of GFAP (glial reactivity marker), IBA-1 (resting microglia
marker), and CD68 (activated microglia marker) in the membrane-bound protein fraction of brain homogenates of rApoA-I-M and saline-treated mice. **p < 0.01, N ¼ 8/group. (B1)
IL-1b levels determined by ELISA in the soluble protein fraction of brain homogenates of rApoA-I-M and saline-treated mice compared to the values obtained in wt mice, as
indicated by the reference line in the graph. N ¼ 8/group. (B2) Scatter plot and correlations between brain IL-1b levels and soluble and insoluble Ab(1e40)/Ab(1e42) in APP23.
Abbreviations: Ab, beta amyloid; ApoA-I, apolipoprotein A-I; APP, amyloid precursor protein; CD68, cluster of differentiation 68; GFAP, glial fibrillary acidic protein; IBA-1, ionized
calcium-binding adapter-1; rApoA-I, recombinant ApoA-I; wt, wild type.
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membrane-bound Ab(1e40) and Ab(1e42) and soluble Ab(1e40)
but also decreased levels of insoluble Ab peptides in mouse brains
treated with rApoA-I-M, as detected by ELISA and immunohisto-
chemistry. Interestingly, rApoA-I-M-treated mice also presented
less CAA load. These differences in Ab levels could not be attributed
to changes in Ab production or degradation. Nevertheless, we found
that the reduced cerebral levels of Ab were accompanied by a lower
expression of neuroinflammatory markers. In AD brains, neuro-
inflammation is a chronic feature that is believed to be initiated by
Ab deposition, which activates microglia and increases the pro-
duction of proinflammatory cytokines and chemokines that lead to
the activation of astrocytes (Eikelenboom et al., 2010; Minett et al.,
2016). In this regard, we found a lower expression of the glial
reactivity marker GFAP and the phagocytic microglia marker CD68
in brains from mice that received rApoA-I-M chronically. Further-
more, those brains presented lower levels of IL-1b, which is one of
the major proinflammatory cytokines produced by microglia during
central nervous system inflammation. Hence, our results suggest
that the lower expression of brain inflammatory markers in rApoA-
I-M-treated APP23 mice might be explained by the reduction of Ab
cerebral deposition induced by the peripheral chronic treatment.

Because carriers of the Milano mutation in APOA1 present low
HDL levels and elevated TGs in plasma (Franceschini et al., 1980;

Sirtori et al., 2001) and the infusion of a high dose of lipidated
rApoA-I-M in humans resulted in a similar profile (Kallend et al.,
2016), we evaluated the possible modulation of the lipidic profile
in mouse plasma after chronic treatment with human rApoA-I-M.
We did not detect alterations in TC, HDL, LDL, TGs, or ApoA-I
levels in plasma obtained 24 hours after the last rApoA-I-M infu-
sion compared to that observed in the saline-treated group. It is
worth mentioning that we used much lower doses of rApoA-I-M
compared to that used in previous studies in animals or humans
(Kallend et al., 2016; Kaul et al., 2004; Kempen et al., 2016; Nissen
et al., 2003). The levels of the other principal apolipoproteins
related to brain cholesterol metabolism, ApoJ and ApoE, were also
analyzed and were shown to be unaltered by the rApoA-I-M
treatment. Therefore, although ApoE levels have a profound effect
on Ab accumulation (Kanekiyo and Xu, 2014), rApoA-I-M did not
seem to prevent the deposition of cerebral Ab load through a
mechanism mediated by ApoE. On the other hand, although the
mechanisms responsible for the atheroprotective effects of rApoA-
I-M are not fully understood, many studies have proposed that the
benefits would be mediated via an enhancement in the reverse
cholesterol transport (Cimmino et al., 2009; Franceschini et al.,
1999; Kallend et al., 2016; Kempen et al., 2014; Ma et al., 2012;
Shah et al., 1998). In fact, a phase I randomized trial has shown

Fig. 8. Plasma and brain lipidic profile of APP23 transgenic mice chronically treated with rApoA-I-M. (A) Total cholesterol, HDL, LDL, and triglyceride levels in fasting plasma of
rApoA-I-M and saline-treated mice compared to the values obtained in wt mice, as indicated by the reference line in the graphs (N ¼ 5/group). (B) Western blot analysis of human
ApoA-I, mouse ApoA-I, and ApoE in fasting plasma from rApoA-I-M and saline-treated mice. ***p < 0.001, N ¼ 4/group. (C) Western blot analysis of ApoJ and ApoE in brain
homogenates from rApoA-I-M and saline-treated mice, N ¼ 4/group. (D) Western blot analysis of ABCA1 and SRB-I in brain homogenates from rApoA-I-M and saline-treated mice.
N ¼ 8/group. Abbreviations: ABCA1, ATP-binding cassette-A1; ApoA-I, apolipoprotein A-I; ApoE, apolipoprotein E; ApoJ, apolipoprotein J, APP, amyloid precursor protein;
HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; rApoA-I, recombinant ApoA-I; SRB-I, scavenger receptor-B-I; wt, wild type.
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that the infusion of lipidated rApoA-I-M (MDCO-216) increases the
cholesterol efflux capacity mediated by ABCA1 and SRB-I receptors
ex vivo (Kallend et al., 2016). Other studies showed discrepancies
and claimed that rApoA-I-M and rApoA-I-wt have a similar capacity
to stimulate cellular lipid mobilization (Alexander et al., 2009b;
Weibel et al., 2007). In the neurological context, the deletion of
SRB-I (Thanopoulou et al., 2010) or ABCA-1 (Koldamova et al., 2005;
Wahrle et al., 2005) induced an increase in fibrillar Ab levels and
cognitive worsening in AD mouse transgenic models, suggesting
that the modulation of cholesterol metabolism defines relevant
features of the Ab-associated pathology. In our study, we did not
detect differences in ABCA1 or SRB-I expression in brain homoge-
nates from mice that received rApoA-I-M or saline chronically, at
least 24 hours after the last infusion. Hence, the fact that rApoA-I-M
reduces or prevents Ab cerebral accumulation in our model cannot
be explained by a profound modulation of cholesterol metabolism.
However, dedicated experiments to determine the possible changes
in the levels or distribution of HDL subfractions by rApoaA-I-M in
our model should be conducted (Kempen et al., 2014). We were not
able to detect rApoA-I-M in brain after a peripheral administration,
indicating that the recombinant apolipoprotein does not cross the
BBB. Alternatively, we determined that rApoA-I-M bound Ab in
plasma and induced a fast increase of circulating Ab(1e40) level
after a single IV infusion. Therefore, our results suggest that rApoA-
I-M could lower cerebral Ab by enhancing the efflux out of the brain
from the circulation. Such mechanism, previously termed as “pe-
ripheral sink mechanism,” proposes that Ab binding molecules in
the periphery can regulate Ab clearance from the central nervous
system (DeMattos et al., 2001; Fitz et al., 2015). In our study, the
exact mechanism by which the interaction of rApoA-I-M and Ab in
plasma results in a mobilization of Ab accumulated in parenchyma
still needs to be established.

An important limitation of our study is the lack of data regarding
the effect of rApoA-I-M on cognition and behavior. Although we
determined that the treatment did not modify the neuro-
degeneration associated to the APP23 mice model at 18 months of
age, the neuronal loss observed in CA1 might have occurred before
the chronic treatment started (at 16 months of age). Further studies
testing the efficacy, in terms of cognitive function related to Ab
cerebral accumulation, of acute or chronic rApoA-I-M treatment at
different ages and using alternative administration routes, are
needed. In future experiments, the effect of rApoA-I-wt in com-
parison to the impact of the rApoA-I-M variant in vivo should be
also considered.

In summary, the significant reduction of cerebral Ab levels
(including number of Ab plaques and CAA load) achieved by the
chronic treatment with rApoA-I-M reinforces the idea that ApoA-I/
HDL-based therapies could be an effective approach to prevent the
development and progression of AD. Other groups have contrib-
uted to this hypothesis from a genetic perspective (Fagan et al.,
2004; Fitz et al., 2015; Lefterov et al., 2010; Lewis et al., 2010) or
using a pharmacological treatment approach (Handattu et al.,
2009; Robert et al., 2016). In this regard, reconstituted HDL/
ApoA-I was shown to acutely reduce only soluble brain Ab levels
in APP/presenilin-1 mice; however, neither total nor vascular
cortical amyloid loads were altered after chronic treatment with
rHDLs assembled with ApoA-I (Robert et al., 2016). Evident differ-
ences between our study and this last report (lipidated vs. free
apolipoprotein, ApoA-I wt vs. mutated form, different AD experi-
mental model, higher doses, and different timing for the chronic
treatment) may explain the differences obtained in the principal
end point. However, altogether these studies emphasize that a
peripheral early intervention using ApoA-I variants might be a
promising strategy to avoid Ab accumulation in the brain and
consequently ameliorate AD pathology.

5. Conclusions

Prolonged peripheral treatment with rApoA-I-M in old APP23
mice significantly reduced the cerebral Ab load and neuro-
inflammation associated with this model. Although rApoA-I-M can
be considered as a safe and promising therapeutic candidate to
protect the brain in AD, its precise mechanism of action still needs
to be elucidated.
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Supplementary Figure S1 

Supplementary Figure S1. Effect of Aβ(1-42) on hCMEC/D3 or SH-SY5Ycell lines. (A) MTT 
reduction viability assay after the treatment with 1 μM or 10 μM Aβ(1-42) in hCMEC/D3 for 24 h or 48 
h. (B) MTT reduction viability assay after the co-treatment with 10 μM Aβ(1-42) and 1 μM rApoA-I-wt/ 
rApoA-I-M for 24 h in SH-SY5Y cells. Data represent mean ± SEM of at least 4 independent 
experiments. *** p<0.001, ** p<0.01 and * p<0.05 compared to the control condition. 
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Supplementary Figure S2 

Supplementary Figure S2. Time-course of parenchymal Aβ deposition in WT and APP23 mice with 
age. Analysis of the number of human Aβ-positive deposits (>50 pixels2) in parenchyma assessed by 
immunohistochemistry. N=4-8/ group. 

Supplementary Figure S3 

Supplementary Figure S3. Expression of GFAP and CD68 in APP23 brains. GFAP and CD68 
immunofluorescence (red) and ThS staining (green) in brains from APP23 mice chronically treated with 
saline or rApoA-I-M. Nuclei are stained with DAPI (blue). The zoomed images allow the visualization of 
the morphology of cells expressing GFAP or CD68.  
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Supplementary Figure S4 

Supplementary Figure S4. Neuronal loss evaluation through the quantification of NeuN positive 
cells. (A) Quantification of cells/mm2 in cortex, CA1 and CA3 regions of hippocampus and polymorphic 
layer of dentate gyrus (poDG). *p<0.05 vs wt mice. (B) Representative images of the NeuN 
immunohistochemistry showing the CA1 region of hippocampus from wt, saline and rApoA-I-M-treated 
APP23 mice. 

SUPPLEMENTARY METHODS 

Neuronal loss quantification 
The neuronal loss was evaluated quantifying the NeuN positive cells in paraffin-embeded 
saggital sections from C57/BL6 wt mice, saline treated APP23 mice and rApoA-I-M treated 
mice (n=4/5). To this end, brain sections were deparaffinized for 1h at 65ºC, rehydrated and 
incubated during 1 h in blocking solution (PBS, 0.2% triton-X, 10% FBS and 1.5 g/ml glycine). 
Samples were then incubated o/n at 4ºC with anti-NeuN antibody (Millipore) diluted 1/200 in 
blocking solution. After that, slices were incubated with biotinylated α-mouse IgG diluted 1/500 
in blocking solution for 1h at RT, followed by 1 h incubation with streptavidin-HRP)diluted 
1/200 in blocking solution. Finally, DAB was applied until a brown end-product was visualized. 
The NeuN positive cells quantification was done in cortex and hippocampus (CA1, CA3 and 
polymorphic layer of dentate gyrus (poDG)). To this end, 3 independent images were obtained 
from studied brain areas with the 40X objective. In each image, NeuN positive cells were 
counted in 3 different random squares of 150 μm2 in cortical areas, whereas for the different 
regions of hippocampus, squares of 100 μm2 were used. Results are presented as the mean of 
counted cells per mm2. 
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Characterization of ApoJ-
reconstituted high-density 
lipoprotein (rHDL) nanodisc for the 
potential treatment of cerebral 
β-amyloidosis
Sofía Fernández-de-Retana , Mary Cano-Sarabia , Paula Marazuela , Jose Luis Sánchez-
Quesada , Annabel Garcia-Leon , Alex Montañola , Joan Montaner , Daniel Maspoch  &  
Mar Hernández-Guillamon

Cerebral β-amyloidosis is a major feature of Alzheimer’s disease (AD), characterized by the 
accumulation of β-amyloid protein (Aβ) in the brain. Several studies have implicated lipid/lipoprotein 
metabolism in the regulation of β-amyloidosis. In this regard, HDL (High Density Lipoprotein)-based 
therapies could ameliorate pathological features associated with AD. As apolipoprotein J (ApoJ) is a 
natural chaperone that interacts with Aβ, avoiding its aggregation and toxicity, in this study we propose 
to prepare reconstituted rHDL-rApoJ nanoparticles by assembling phospholipids with recombinant 
human ApoJ (rApoJ). Hence, rHDL particles were prepared using the cholate dialysis method and 
characterized by N-PAGE, dynamic light scattering, circular dichroism and electron transmission 
microscopy. The preparation of rHDL particles showed two-sized populations with discoidal shape. 
Functionally, rHDL-rApoJ maintained the ability to prevent the Aβ

intravenously administrated in mice and their distribution over time was determined using an IVIS 
Xenogen®
in old transgenic mice presenting a high cerebral Aβ load. In conclusion, we have standardized a 
reproducible protocol to produce rHDL-rApoJ nanoparticles, which may be potentially considered as a 
therapeutic option for β-amyloid-related pathologies.
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

Supplementary Figure S1

Supplementary Figure S1: Size distribution of purified rHDL-rApoJ nanodiscs at the ultrastructural 
level from the measurement of 1000 particles:  a) Diameter distribution of purified rHDL-rApoJ 
nanodiscs. b) Height distribution of rHDL-rApoJ nanodiscs.  
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Supplementary Figure S2 

Supplementary Figure S2: Citotoxicity analysis of free rApoJ and rHDL-rApoJ nanodiscs. MTT 
reduction assay in cultured microvascular endothelial cells (hCMEC/D3) and neuroblastoma SH-SY5Y 
cells (as an in vitro model of neuronal function) after the treatment with rHDL-rApoJ nanodiscs or free 
rApoJ (80 mg/L) for 24 h. N=3; one way-ANOVA and Dunnett’s post-hot test; n.s= non-significant. 

Supplementary Figure S3

Supplementary Figure S3: Biodistribution of infused rHDL-rApoJ nanodiscs or liposomes in 8 week-
old C57/BL6 mice. Quantification of the in vivo fluorescent signal obtained using the IVIS Xenogen system 
at 30 min, 2 h and 4 h after IV administration of labelled-rHDL-rApoJ or labelled-liposomes in (A) the 
spine and (B) the bladder of 8 week-old C57/BL6 mice, N=5-6/group. (C) Quantification of the fluorescent 
signal obtained in plasma from 8 week-old C57/BL6 mice treated with labelled-rHDL-rApoJ or labelled-
liposomes determined at Ex/Em: 750/780, N=4-5/ group. (D) Representative IVIS Xenogen in vivo images 
of ventral mice sections at 4 h after IV administration of labelled-rHDL-rApoJ or labelled-liposomes. C- =
Non-treated control mouse. t-test analysis; *p< 0.05 comparison of the signal obtained from mice treated 
with rHDL-rApoJ vs. liposomes at each time point.
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Supplementary Figure S4 

Supplementary Figure S4: Biodistribution of IV infused rHDL-rApoJ in aged APP23 and wt mice. 
Quantification of the in vivo fluorescent signal obtained using the IVIS Xenogen system at 30 min, 2 h and 
4 h after IV administration of labelled-rHDL-rApoJ in (A) the liver and (B) the bladder of 24-month-old 
APP23 and wt mice, N=5-6/group. (C) Quantification of the fluorescent signal obtained in plasma from 
24-month-old APP23 and wt mice 4 h after administration of labelled-rHDL-rApoJ determined at Ex/Em: 
750/780. N=3/group. Paired t-test analysis; & p< 0.05 comparison between t= 30 min and t = 4 h for each 
treatment.  

SUPPLEMENTARY METHODS 

Production, purification and characterization of free rApoJ 

The production and purification of recombinant human ApoJ (rApoJ) has been previously 
described by our group31. Here below, we provide a detailed technical protocol for the production, 
purification and characterization of human free rApoJ: 

Production and purification of free rApoJ: Human Embryonic Kidney 293T cells (HEK293T) 
were transfected with a pcDNA4.0™ vector containing human APOJ cDNA (Abgent, 
Clairemont, San Diego, USA). Stable transfected clones were cultured in HYPERFlask systems 
(Corning Inc., New York, USA), followed by supernatant recollection and purification.  The 
protein was purified with Ni-affinity chromatography in a FPLC ÄKTA Purifier 100 System) 
with HiScreen Ni FF columns (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, 
USA).Purified protein was dialyzed,  lyophilized and reconstituted in Tris Buffer Saline (TBS, 
pH = 6.4) and its concentration was assessed using BCA assay (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA). Aliquots were stored at -80ºC. 

SDS-PAGE: The purity of rApoJ was determined using SDS-PAGE in 4-12% polyacrylamide 
gels under reducing (5% 2-mercaptoethanol and heating at 95 ºC for 5 min) and non-reducing 
conditions, followed by Coomassie SafeBlue staining (Nzytech, Lisbon, Portugal). The purity of 
rApoJ was > 75%, determined by analysis of the bands using the ImageJ software 
(rsweb.nih.gov). Human native ApoJ (nApoJ; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) was used 
as a positive control. 

Size Exclusion Chromatography (SEC): The native state of free rApoJ protein was 
characterized by SEC in an ÄKTA Purifier 100 system.  One-hundred μl of free rApoJ (4 mg/ml) 
was injected in a Superose 6 10/300 GL column (GE HealthCare Bioscience Corp.). Equilibration 
and elution were performed with Phosphate Buffered Saline (PBS) at 0.4 ml/min, and the 
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absorbance at 280 nm was monitored continuously obtaining a size dependent elution of different 
rApoJ aggregated species. 
Characterization of rHDL-rApoJ nanodiscs 
Once rHDL-rApoJ nanodisc where prepared and purified as described in the main text, resulting 
nanodiscs where characterized in terms of size, morphology and secondary structure of rApoJ. 
All the technical procedures used for the nanodiscs characterization are extensively described 
here below: 

Native-PAGE: Purified rHDL-rApoJ particles were characterized by Native-PAGE in precast 4-
20% acrylamide gradient gels (BioRad, Hercules, California, USA) using fluorescent rHDL-
rApoJ nanodiscs. The Kit for High Molecular Marker 14,000-500,000 Non-Denaturing PAGE 
(Sigma-Aldrich) was used as molecular marker. A 25 μl sample aliquot was loaded and gels were 
run for 3 h at 140 V at 4ºC. The fluorescence of the lipids was detected using an ODYSSEY 
Imager (Li-Cor Biotechnology, Lincoln, NE, USA), recording the emission at 700 nm followed 
by Coomassie staining for protein detection.  

Dynamic Light Scattering (DLS): Particle-size distributions of rHDL-rApoJ nanodiscs and 
liposomes were determined using a DLS analyzer combined with non-invasive backscatter 
technology (Malvern Zetasizer, Malvern Instruments, UK).. The mean of 3 different 
measurements was taken as the mean diameter.  

Transmission Electron Microscopy (TEM): Isolated rHDL-rApoJ fractions were analysed by 
negative staining TEM. An 8 μl aliquot of rHDL-rApoJ nanodiscs was added to freshly glow-
discharged carbon 300 Mesh copper grids (Ted Pella Inc. Redding, CA, USA) for 1 min. After 
blotting excess fluid, samples were stained with 8 μl of 5% uranyl acetate for 1 min. Samples 
were then examined in a JEM 1400 Transmission Electron Microscope (JEOL USA, Peabody, 
MA, USA). The diameter and height of 1000 discoidal particles was measured with ImageJ 
software.
Circular dichroism (CD): Far Ultraviolet (UV) CD spectrum was recorded to detect the 
conformational changes that occurred in rApoJ due to its lipidation. CD measurements (190-260
nm) were made of rApoJ and rHDL-rApoJ in TBS solutions (0.1 mg/ml) in a 1 mm path-length 
quartz cuvette in a JASCO-815 spectropolarimeter (JASCO Inc. Maryland, USA). The 
measurements were corrected by subtracting the spectra of a liposome solution in TBS (1 mM). 
The α-helical content was calculated from molar ellipticity at 222 nm ([θ222]) as previously 
described1,2, using the Equation (1): 

(1) 

SUPPLEMENTARY REFERENCES 

[1] Morrow, J. A. et al. Differences in stability among the human apolipoprotein E isoforms determined 
by the amino-terminal domain. Biochemistry. 39, 11657-11666 (2000). 
[2] WF. Zeno, W. F., Hilt, S., Risbud, S. H., Voss, J. C. & Longo, M. L. Spectroscopic characterization of 
structural changes in membrane scaffold protein entrapped within mesoporous silica gel monoliths. ACS 
Appl Mater Interfaces. 7, 8640-8649 (2015).
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La β-amiloidosis cerebral, englobando la Enfermedad de Alzheimer (EA) y la 

Angiopatía Amiloide Cerebral (AAC), induce consecuencias patológicas 

devastadoras en los pacientes. Lamentablemente, en la actualidad no existen terapias 

modificadoras para ninguna de estas dos enfermedades. En los casos esporádicos de 

β-amiloidosis cerebral (≈ 90% de los casos), no se observa un aumento de la 

producción del péptido Aβ4 y la acumulación cerebral del péptido Aβ se explica por 

una desregulación de los mecanismos de eliminación258. Por ello, el desarrollo de 

terapias que estimulen dichas vías podría tener un gran impacto en pacientes con 

EA o AAC.  

En este contexto, se ha propuesto que ApoA-I186 y ApoJ234 están implicadas en 

aclaramiento cerebral del péptido Aβ, aunque su rol concreto y los mecanismos 

subyacentes no son totalmente comprendidos. En este sentido, hipotetizamos que 

modificaciones estructurales realizadas sobre ApoA-I-wt y ApoJ (rApoA-I-M y 

nanodiscos rHDL-rApoJ respectivamente) podrían aumentar su eficacia en este 

proceso. Por estas razones, consideramos que la administración periférica de estas 

apolipoproteínas recombinantes y/o sus modificaciones estructurales puede arrojar 

luz sobre su potencial terapéutico y los mecanismos en los que intervienen. 

 

4.1- Producción de las apolipoproteínas recombinantes 
y sus modificaciones estructurales 
 

La producción y comercialización de proteínas recombinantes con objetivos 

terapéuticos ha supuesto una auténtica revolución en el tratamiento de diversas 

enfermedades. De hecho, 18 de los 27 fármacos aprobados por la Administración 

de Alimentación y Fármacos (FDA, Food and Drug Administration) entre 2008 y 2011 

estaban basados en proteínas recombinantes259. Por otra parte, de esos 18 fármacos, 

12 fueron producidos en células de mamíferos, acentuando la importancia de este 

sistema de producción en la aplicabilidad de los fármacos. Un buen ejemplo del 

impacto terapéutico de las proteínas recombinantes producidas en células mamíferas 
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es el activador tisular del plasminógeno recombinante (rt-PA, Recombinant Tissue 

plasminogen activator), ampliamente utilizado para la terapia trombolítica en el ictus 

isquémico e infarto de miocardio260.  

En este contexto, en nuestros estudios, rApoA-I-wt, rApoA-I-M y rApoJ fueron 

producidas en células humanas (HEK293T). Consideramos que utilizar este sistema 

de expresión permite reproducir con mayor veracidad las modificaciones post-

transcripcionales y el patrón de glicosilación de las proteínas humanas. Más 

concretamente, pensamos que la producción de rApoJ en células humanas es crítica 

para obtener una proteína funcional. Esto viene dado por la elevada complejidad 

estructural de ApoJ y las múltiples modificaciones post-transcripcionales a las que 

está sujeta. Tras su traducción, ApoJ es sometida a una proteólisis generando las 

subunidades α- y β- que quedan unidas por puentes disulfuro. Además es un 

proteína altamente y complejamente glicosilada216. Así, la dificultad de producir 

ApoJ en sistemas de producción diferentes a los mamíferos se ha documentado con 

anterioridad261. 

La producción de proteínas recombinantes en sistemas de producción de células 

mamíferas (Ej: células HEK293) supone sacrificar los elevados rendimientos de 

producción obtenidos en Escherichia coli (E.coli) o Pischia pastoris (P.pastoris)259. Sin 

embargo, debido a la importancia de la producción en células mamíferas para la 

generación de agentes terapéuticos, se han desarrollado procesos industriales que 

permitan la producción de proteínas recombinantes en células mamíferas a gran 

escala. Así, las células HEK293 se pueden crecer en suspensión en biorreactores, 

multiplicando por 100 los rendimientos de producción que se obtenían hace dos 

décadas 260.  

Por otra parte, atendiendo a la aplicabilidad de rApoA-I, rApoJ y sus modificaciones 

estructurales, la administración intravenosa de la variante genética rApoA-I-M ya ha 

sido probada en diferentes ensayos clínicos en el contexto de la aterosclerosis. En 

ellos, no se han observado efectos secundarios indeseados, proponiendo que la 

administración de rApoA-I-M es segura. De la misma manera, la reconstitución de 

apolipoproteínas recombinantes en nanodiscos rHDL (MDCO-216) también ha 
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llegado a ensayos clínicos enfocados a diferentes enfermedades, en los que tampoco 

se observaron síntomas indeseados relacionados con toxicidad generada por las 

mismas (NCT02678923). En base a estas evidencias, consideramos que la 

producción de rApoA-I, rApoA-I-M y rApoJ en células humanas, así como su 

modificación estructural para la formación de nanodiscos rHDL es un proceso 

escalable a nivel industrial. Además, para el caso de rApoA-I-M su seguridad ya ha 

sido probada en humanos, lo que facilitaría su traslado a la clínica en el caso de que 

su potencial terapéutico fuera consolidado. 

 

4.2- Potencial terapéutico de rApoA-I-wt y rApoA-I-M 
 

4.2.1- Eficacia de rApoA-I-M en el modelo murino APP23 
 

Como primer paso para evaluar el rol de ApoA-I-wt y ApoA-I-M en relación a 

patologías asociadas al depósito cerebral del péptido Aβ, en el Artículo 1 se analizó 

la capacidad citoprotectora de rApoA-I-wt y rApoA-I-M frente a Aβ42 en cultivos 

de la línea celular endotelial humana hCMEC/D3. Consideramos que debido a la 

gran capacidad previniendo el daño vascular que ha mostrado ApoA-I-M en 

estudios previos,195,209 esta proteína podría tener un efecto beneficioso protegiendo 

a las células endoteliales de la citotoxicidad generada por Aβ. Así, ambas 

apolipoproteínas recombinantes mostraron eficacia previniendo la citotoxicidad de 

Aβ. Sin embargo, tras el post-tratamiento con rApoA-I-wt o rApoA-I-M en células 

previamente sometidas a la citotoxicidad generada por el péptido, solamente 

rApoA-I-M fue capaz de prevenir muerte celular. Las mayores capacidades 

protectoras194 y antiinflamatorias192 de ApoA-I-M frente a ApoA-I-wt ya se han 

propuesto anteriormente, aunque esta fue la primera vez en la que ApoA-I-M se 

estudió en relación al efecto citotóxico inducido por el péptido Aβ. A continuación, 

se testó el efecto de su administración intravenosa crónica en ratones APP23 de 16 

meses, como modelo experimental de EA/AAC. 
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Una vez finalizado el tratamiento, se observó una reducción de la carga de Aβ40 y 

Aβ42 cerebral total, así como de la formación de placas neuríticas y AAC en aquellos 

ratones que habían sido tratados con rApoA-I-M. En cuanto al mecanismo de 

actuación, se observó que 30 minutos después de una sola dosis de proteína 

recombinante, los niveles plasmáticos de Aβ40 aumentaron, detectándose el 

complejo rApoA-I-M:Aβ en plasma. Estos resultados propusieron que la 

administración periférica de rApoA-I-M es capaz de prevenir la acumulación del 

péptido Aβ fomentando su eliminación a través de la BHE. No obstante, no se 

detectó rApoA-I-M en el parénquima cerebral, por lo que el mecanismo que dirige 

la disminuida acumulación de Aβ en cerebro, parece estar mediado desde la 

periferia. Se ha propuesto que ApoA-I es capaz de atravesar la BHE tanto in vitro, a 

través de receptores LRP1262, como in vivo a través del plexo coroideo263. Por estas 

razones, no se puede descartar que se dé la entrada de rApoA-I-M al parénquima 

cerebral y que esta no sea detectable mediante las técnicas utilizadas (Western Blot y 

ELISA). Frente a la aparente ausencia de rApoA-I-M en cerebro, los resultados 

obtenidos podrían ser explicados mediante la “hipótesis del sumidero periférico” 

(peripheral sink hypothesis), en la que se propone que moléculas que presenten gran 

afinidad por Aβ en el plasma pueden favorecer su degradación periférica, 

provocando una movilización del Aβ de cerebro a sangre. De hecho, en un modelo 

in vitro de la BHE murina, se observó un mayor del transporte del péptido Aβ40 de 

cerebro a sangre en presencia de rApoA-I-wt en el compartimento apical (sangre)262. 

Por otra parte, también se ha propuesto que la eficacia de la inmunización pasiva 

contra Aβ observada en modelos experimentales de ratón de β-amiloidosis cerebral 

está mediada por este mecanismo264. No obstante, las rutas implicadas en esta vía de 

eliminación son ampliamente desconocidas y la naturaleza de este mecanismo sigue 

bajo discusión40. Por estas razones, consideramos que estudiar más en profundidad 

el mecanismo de acción de ApoA-I-M permitiría una mejor comprensión del rol 

periférico de ApoA-I y esclarecer su potencial terapéutico.  

Por otra parte, tras la administración periférica de rApoA-I-M se observó una 

disminución de los marcadores celulares neuroinflamatorios microgliales (Iba1 y 

CD68) y astrocíticos (GFAP). Como ya se ha mencionado, ApoA-I-M presenta unas 
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propiedades antiinflamatorias únicas192, que podrían explicar la disminución en los 

marcadores de inflamatorios. No obstante, debido a que la concentración de IL-1β 

correlacionó de manera muy significativa con los niveles de cerebrales de Aβ, la 

mitigación de la respuesta inmune cerebral se podría identificar como una 

consecuencia de la disminución en los niveles totales de Aβ. 

Por otro lado, pese a las mejorías observadas en términos de acumulación de Aβ y 

neuroinflamación, el tratamiento crónico con rApoA-I-M no fue capaz de mostrar 

eficacia previniendo la muerte neuronal que ocurre en el hipocampo de los ratones 

APP23 a partir de los 12 meses118. En este mismo contexto, no se evaluó el impacto 

de la administración periférica de rApoA-I-M sobre el estado cognitivo de los 

ratones APP23, lo cual es una de las limitaciones de nuestro estudio. Consideramos 

que futuros estudios que establezcan si los efectos protectores observados tras la 

administración crónica de rApoA-I-M son capaces de prevenir el déficit cognitivo 

en ratones APP23, serán claves para consolidar el potencial terapéutico de rApoA-I-

M. 

Asimismo, no se puede descartar que la administración periférica de ApoA-I-wt 

también tenga un rol protector frente a la acumulación patológica de Aβ en el 

modelo de ratón APP23. De hecho, aunque el Artículo 1 es la primera publicación 

que estudia el efecto de ApoA-I-M en el contexto de la β-amiloidosis cerebral, el rol 

de ApoA-I-wt había sido propuesto anteriormente. Así, se ha observado que ratones 

APP/PS1 deficientes para Apoa1, mostraron una agudización de la AAC y del 

deterioro cognitivo sin afectar a la acumulación parenquimal de Aβ185. En el mismo 

sentido, la sobreexpresión de esta apolipoproteína resultó en un disminución de la 

neuroinflamación y la AAC186; una vez más sin mostrar diferencias en los depósitos 

parenquimales. Además, una sola dosis de rApoA-I formulada en rHDL (fármaco 

CSL-111) en el modelo APP/PS1, fue capaz de reducir los niveles solubles de Aβ40 

y Aβ42254. Sin embargo, en este último estudio, la administración crónica de rApoA-I 

lipidada no generó ninguna diferencia en la carga de Aβ o la neuroinflamación254, 

pese a la elevada dosis que se administró (60 mg/kg) en comparación a nuestro 

estudio con rApoA-I-M (2 mg/kg). Estos resultados, junto a la bibliografía que 

apoya mayores propiedades protectoras de ApoA-I-M frente a ApoA-I-wt192, nos 
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sugieren que rApoA-I-M tiene mayor potencial terapéutico que su forma wt, ya que 

a dosis más bajas que las estudiadas anteriormente, mostraron eficacia previniendo 

tanto la acumulación de Aβ vascular como parenquimal. No obstante, esta 

afirmación debe ser evaluada en futuros estudios, en los que se estudie la eficacia de 

ambas variantes genéticas bajo el mismo diseño experimental. 

 

4.2.2- Rol del metabolismo lipídico y posibles mecanismos subyacentes 
 

Debido al rol central que juega ApoA-I en el metabolismo lipídico170, estudiar si los 

procesos biológicos involucrados en dicho metabolismo (eflujo de colesterol, 

activación de rutas antiinflamatorias y vasoprotectoras entre otros)171,172, están 

implicados en los efectos protectores observados tras la administración periférica de 

rApoA-I-M podría ser de gran interés.  En este contexto, como ya se ha 

mencionado a lo largo de esta Tesis Doctoral, varios estudios clínicos han 

observado que alteraciones en los niveles de HDL son un factor de riesgo para 

padecer EA152. En este mismo contexto, ApoE juega un rol indispensable en el 

metabolismo lipídico, y como se ha comentado anteriormente, el genotipo ApoE es 

el principal factor de riesgo para padecer EA esporádica158. Así, ratones deficientes 

para el gen ApoE, son un modelo experimental de aterosclerosis muy validado, ya 

que en ausencia de la misma, los ratones presentan una marcada aterosclerosis e 

hiperlipidemia265. Estos resultados, refuerzan la idea de que alteraciones en el 

metabolismo lipídico están implicadas en la patología de β-amiloidosis cerebral. 

En este contexto, ApoA-I es la apolipoproteína mayoritaria en las HDL (70% de las 

proteínas unidas a HDL266) y juega un papel indispensable en la biogénesis de 

partículas HDL, así como en el correcto funcionamiento del TRC267. Asimismo, 

ApoA-I-M se ha identificado como una variante protectora, ya que los portadores 

están protegidos frente a aterosclerosis187. Además, se ha propuesto que la 

administración de rApoA-I-M lipidada en pacientes con enfermedad coronaria 

promueve una rápida redistribución de las subespecies de HDL, aumentando el 

nivel HDL incipientes209. En este mismo estudio, se observó que la infusión de 

rApoA-I-M lipidada promovía cambios lipidómicos sustanciales, aumentando los 
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niveles de triglicéridos y disminuyendo los niveles de colesterol asociado a HDL, 

imitando así el perfil lipídico que muestran los portadores de ApoA-I-M188. Por ello, 

se investigaron los niveles de colesterol total, HDL, LDL y triglicéridos en los 

ratones APP23 tratados con rApoA-I-M. Sin embargo, no se observó ninguna 

diferencia. No obstante, un análisis más detallado de las diferentes subespecies de 

HDL en los animales tratados con rApoA-I-M podría arrojar luz sobre los 

mecanismos subyacentes a los efectos protectores observados en el Artículo 1. 

En esta misma línea, la implicación del eflujo de colesterol en EA también ha sido 

propuesta268. De hecho, alteraciones en la expresión de receptores implicados en el 

metabolismo lipídico y en el TRC en modelos experimentales de β-amiloidosis 

cerebral tienen consecuencias directas sobre la acumulación de Aβ. Así, la 

sobreexpresión de ABCA1 (clásicamente implicada en el eflujo de colesterol269) en 

el modelo PDAPP resultó en una clara disminución de la carga de Aβ cerebral149. 

En el mismo sentido, la deficiencia de Abca1 en el mismo modelo animal, resultó en 

una mayor acumulación cerebral de Aβ35. Asimismo, la eliminación del gen Srb-I 

(receptor de partículas HDL e implicado el TRC270) en el modelo animal de β-

amiloidosis cerebral J20, también resultó en un aumento de la carga amiloide fibrilar 

y AAC, así como un empeoramiento del estado cognitivo de los ratones271. 

Finalmente, la administración de agonistas del Receptor X de hígado (LXR, Liver X 

Repector), en el modelo de β-amiloidosis Tg2576, también implicado en el 

metabolismo lipídico272, mostraron una disminución muy significativa de la 

acumulación cerebral de Aβ273. Por ello, en nuestro estudio, se evaluaron los niveles 

cerebrales de ABCA1 y SRB-I en los ratones APP23 sometidos al tratamiento 

crónico con rApoA-I-M. En este sentido, no se observaron diferencias en la 

expresión de dichos receptores. No obstante, debido a que se ha propuesto que 

ApoA-I-M podría tener mayor capacidad que ApoA-I-wt promoviendo el eflujo de 

colesterol197, estudiar la posible estimulación de este mecanismo en el contexto de la 

β-amiloidosis cerebral podría ser de gran interés. Más concretamente, investigar la 

capacidad de rApoA-I-M de promover el eflujo de colesterol y su implicación sobre 

el transporte de Aβ a través de un modelo in vitro de la BHE274, podría ser útil para 
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determinar si el aclaramiento observado in vivo tras la administración de rApoA-I-M 

está relacionada con la estimulación del eflujo de colesterol. 

Finalmente, los pacientes de EA muestran alteraciones en el correcto 

funcionamiento de la vasculatura cerebral, como una reducción del flujo sanguíneo 

cerebral275 y una menor densidad de microvasos cerebrales276. Además, los pacientes 

de AAC también muestras significativas alteraciones vasculares, mostrando pérdida 

de músculo liso y angitis; aparte de la evidente debilitación del vaso que conduce a 

eventos de HIC-AAC51. Estas alteraciones parecen tener un impacto tangible sobre 

la homeostasis cerebral. Así, se ha llegado a proponer que disfunciones 

cerebrovasculares pueden provocar una cascada de eventos nocivos que culminan 

en el desarrollo de la EA277.  En este contexto, debido a las ya mencionadas 

propiedades protectoras que presenta ApoA-I-M (antiinflamatorias, promoción del 

eflujo de colesterol y moduladora del metabolismo lipídico)192,198,209, está justificado 

proponer que rApoA-I-M pueda tener potentes propiedades vasoprotectoras que 

podrían modular la homeostasis cerebrovascular. Esta protección de la vasculatura 

cerebral, podría mediar los efectos protectores frente a la β-amiloidosis cerebral 

observados tras la administración de rApoA-I-M en el Artículo1. Por ello, estudiar 

los efectos de la administración de rApoA-I-M sobre la disfunción vascular que 

exhibe el modelo transgénico APP23 podría esclarecer la importancia de este 

mecanismo. 

 

4.3- Formación y caracterización de nanodiscos rHDL-
rApoJ 
 

4.3.1- Características fisicoquímicas de los nanodiscos rHDL-rApoJ 
 

En el Artículo 2 se presenta un protocolo para la preparación de nanodiscos rHDL-

rApoJ con una alta reproducibilidad. La formación de estos nanodiscos conllevó un 

extenso proceso de optimización, el cual se puede encontrar resumido en el 

Anexo1.  
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Mediante el método de diálisis colato se consiguió la formación de nanodiscos 

rHDL-rApoJ obteniendo dos poblaciones con ≈ 30 y 70 nm de diámetro 

respectivamente. La obtención de poblaciones de rHDL con diferentes diámetros 

ha sido previamente descrito para nanodiscos formulados con ApoA-I, donde la 

diferencia de tamaño se explicó por un diferente plegamiento terciario de la 

proteína278. Por otra parte, los nanodiscos presentaron una morfología discoidal con 

una densidad menor a 1,25 g/ml.  

Atendiendo a la estructura de los nanodiscos rHDL-rApoJ, se ha descrito que ApoJ 

tiene 3 grandes regiones nativamente desordenadas (molten globule regions) que 

potencialmente pueden adquirir estructura secundaria en forma de 5 hélices-α 

anfifílicas279,280. De hecho, estos nanodiscos presentaron un incremento en el 

contenido de hélices-α en comparación la proteína libre. En este contexto, la 

presencia de hélices-α anfifílicas es esencial para la interacción proteína lípido, ya 

que el contenido tanto de residuos hidrifílicos como hidrofóbicos es necesaria para 

interactuar en la interfaz polar/no polar generada entre las fases de fosfolípido y 

agua281. Así se permitiría la formación de enlaces hidrofóbicos entre las cadenas 

carbonadas de los fosfolípidos y residuos hidrófobos de ApoJ que da lugar a la 

formación de los nanodiscos rHDL-rApoJ. 

Bajo nuestro conocimiento, sólo existe una publicación previa que estudie  la 

formulación de ApoJ en rHDL253. Debido a la sensibilidad de la formación de 

rHDL a las condiciones de formación utilizadas, las diferencias en tamaño y 

morfología observados en comparación a nuestro estudio son fácilmente explicables 

por las diferencias metodológicas entre ambos protocolos. Por un lado, Calero et 

al253 utilizaron ApoJ purificada de plasma, mientras que nosotros utilizamos ApoJ 

recombinante producida en células humanas. Por otra parte, el fosfolípido utilizado 

y el ratio fosfolípido:proteína tampoco coincidió. Sin embargo, consideramos que 

nuestro protocolo da pie a futuras aplicaciones, ya que la utilización de ApoJ 

recombinante en lugar de purificada de plasma aumenta la seguridad y facilita la 

reproducibilidad y el escalado de la producción. 
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4.3.2- Nanodiscos rHDL-rApoJ en el contexto de la β-amiloidosis cerebral 
 

En circulación y cerebro, ApoJ aparece tanto formando parte de partículas HDL 

como en su forma libre no lipidada. De hecho, se ha propuesto que una vez ApoJ es 

secretada se puede unir a HDLs preformadas282, pero también se puede liberar en 

forma de lipoproteína tanto en la periferia a partir de células hepáticas283, como 

dentro del SNC a partir de astrocitos213. Se estima que en torno a un 20% de la 

ApoJ circulante está formando parte de lipoproteínas211. Sin embargo, el impacto de 

la lipidación de ApoJ sobre su funcionalidad en el contexto de la β-amiloidosis 

cerebral es poco conocido.  

Las consecuencias de la modificación estructural de ApoJ en forma de nanodiscos 

rHDL-rApoJ se investigaron en condiciones in vitro. En primer lugar, debido a que 

ApoJ es capaz de unirse al péptido Aβ y prevenir su fibrilización229, se investigó la 

capacidad de los nanodiscos rHDL-rApoJ de prevenir la fibrilización de Aβ40 y Aβ42 

en comparación a la proteína libre. No se observaron diferencias en términos de 

prevención de la agregación de Aβ40 o Aβ42, demostrando que la lipidación de rApoJ 

bajo nuestras condiciones no modifica las características de chaperona que presenta 

ApoJ. Por otra parte, se ha propuesto que ApoJ interviene en el metabolismo 

lipídico promoviendo el eflujo de ésteres de colesterol284. En este sentido, 

observamos que los nanodiscos rHDL-rApoJ fueron más eficaces que la proteína 

libre promoviendo el eflujo de ésteres de colesterol in vitro. Así, como ya se ha 

mencionado con anterioridad, la relación existente entre la EA y el metabolismo 

lipídico está apoyada por varias evidencias151,152. Además, tal y como se argumentaba 

en el Apartado 4.2.2, alteraciones en la expresión de receptores implicados en el 

eflujo de colesterol y metabolismo lipídico tienen efectos tangibles sobre la 

acumulación cerebral de Aβ149,271. Asimismo, las capacidades vasoprotectoras y 

antiinflamatorias que se les atribuyen a las partículas HDL podrían tener un impacto 

protector sobre la vasculatura cerebral285; lo que a su vez podría influir sobre la 

homeostasis cerebral. Por todo ello, la mayor capacidad promoviendo el eflujo de 

colesterol in vitro que mostraron los nanodiscos rHDL-rApoJ, podría suponer un 

aumento de función en relación a la β-amiloidosis cerebral. En este sentido, como se 
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ha propuesto para rApoA-I-M, estudiar el efecto de la lipidación de rApoJ sobre la 

capacidad de promover el eflujo de colesterol en un modelo in vitro de la BHE 

acoplado al transporte de Aβ podría ser de gran interés. 

A continuación, nanodiscos rHDL-rApoJ y liposomas de tamaño equivalente, 

ambos marcados con fluorescencia, se administraron en ratones C57/BL6 vía 

intravenosa. Mediante la monitorización de esta fluorescencia a lo largo del tiempo 

se pudo determinar su biodinámica y biodistribución. Se observó que los nanodiscos 

eran capaces de acumularse específicamente en la zona craneal, algo que no se 

observó tras la administración de liposomas. Estos resultados, proponen que la 

presencia de rApoJ en los nanodiscos, es necesaria para su acumulación craneal. 

Dicha acumulación disminuyó a lo largo del tiempo, aunque esta era aún detectable 

4 horas después de la administración tanto en la zona craneal como en plasma. 

Además, se observó que el metabolismo de eliminación era renal debido al aumento 

de señal progresivo observado en vejiga.  

Por otra parte, se estudió la biodistribución de los nanodiscos rHDL-rApoJ tras su 

administración intravenosa en ratones de avanzada edad (28 meses) con genotipo 

APP23 en comparación con ratones wt.  Se observó una mayor acumulación craneal 

de nanodiscos en los ratones con genotipo APP23, proponiendo que una elevada 

carga de Aβ en el parénquima y vasculatura cerebral promovería la retención de los 

nanodiscos. Para determinar la localización de rApoJ tras la administración 

periférica de nanodiscos rHDL-rApoJ, se realizó un análisis inmunohistoquímico en 

cortes de cerebro donde se observó acumulación de ApoJ humana en la vasculatura 

cerebral afectada con AAC. Sin embargo, no hubo detección en el parénquima, 

proponiendo que los nanodiscos rHDL-rApoJ no son capaces de atravesar la BHE. 

Atendiendo a la capacidad de rApoJ de atravesar la BHE, estudios in vivo anteriores 

en cobayas han propuesto que ApoJ es capaz de atravesar la BHE286 de sangre a 

cerebro. De la misma manera, se ha descrito que ApoJ es capaz de atravesar la BHE 

de cerebro a sangre a través del receptor LRP2230. Sin embargo, la capacidad de 

HDLs acopladas a ApoJ de atravesar la BHE es poco conocida. No obstante, no se 

puede descartar una entrada no detectable mediante inmunofluroescencia. 
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Por otra parte, las capacidades antiinflamatorias y antiapoptóticas216 que se le 

atribuyen a ApoJ podrían tener un impacto sobre la cerebrovasculatura afectada con 

AAC así como afectar al aclaramiento del péptido Aβ.  En el mismo sentido, se ha 

propuesto que ApoJ favorece la eliminación del péptido Aβ mediante la vía del 

drenaje perivascular234, por lo que la co-localización entre el Aβ vascular y rApoJ 

podría tener un impacto sobre la estimulación de esta vía. 

Las evidencias presentadas en el Artículo 2 generaron dos incógnitas principales: (1) 

Si las propiedades presentadas por los nanodiscos y rApoJ libre tienen un efecto 

terapéutico tras su administración en modelos experimentales de β-amiloidosis 

cerebral y (2) si el cambio estructural generado en rApoJ produce un incremento de 

la funcionalidad en el marco de la β-amiloidosis cerebral. En el Manuscrito 3 se 

intentó  dar respuesta a estas cuestiones. 

 

4.4- Potencial terapéutico de rApoJ libre y nanodiscos 
rHDL-rApoJ 
 

4.4.1- Efecto de la administración periférica de rApoJ libre o nanodiscos 
rHDL-rApoJ en el modelo experimental de β-amiloidosis cerebral APP23 
 

En el Manuscrito 3 se estudió el efecto de la administración crónica periférica de 

rApoJ libre o formulada en nanodiscos rHDL-rApoJ en el modelo transgénico 

murino APP23. 

En primer lugar, estudios previos han descrito un aumento de los niveles 

cerebrales287 y circulantes225 de ApoJ en casos de EA. Sin embargo, si estas 

observaciones son causa o consecuencia de la acumulación patológica del péptido 

Aβ sigue bajo investigación. Por ello, en primer lugar investigamos las variaciones de 

los niveles de ApoJ murina (m-ApoJ) en función del aumento progresivo de 

depósito Aβ que presenta el modelo experimental de ratón APP23. Observamos 

que la creciente acumulación del péptido Aβ iba acompañada de un aumento de los 
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niveles cerebrales de m-ApoJ, detectando diferencias en ratones APP23 de 24 meses 

de edad en comparación a ratones wt y ratones APP23 de 15 meses. Sin embargo, a 

los 15 meses las diferencias entre APP23 y wt aún no eran significativas. Debido a 

que nuestra hipótesis inicial era que el aumento de los niveles de ApoJ es fruto de 

una respuesta protectora del organismo frente al insulto que supone la acumulación 

de Aβ, se estudió el efecto de la administración periférica de rApoJ humana o 

nanodiscos rHDL-rApoJ a edades en las que aún no se observó un aumento en los 

niveles plasmáticos o cerebrales de m-ApoJ (15 meses de edad).  

Así, tras la administración crónica de rApoJ libre o nanodiscos rHDL-rApoJ, se 

detectó la presencia de rApoJ humana en plasma, mientras que en el SNC, sólo se 

observó rApoJ humana en el lumen de arterias leptomeningeas. Estos resultados 

van en consonancia con los obtenidos tras la administración de nanodiscos rHDL-

rApoJ del Artículo 2,  en el que no se detectó rApoJ humana en el parénquima 

cerebral. No se puede descartar que haya una sutil entrada de rApoJ a cerebro, pero 

dados los elevados niveles cerebrales de m-ApoJ288, consideramos que este 

hipotética entrada difícilmente generaría un aumento significativo de los niveles 

cerebrales totales de ApoJ.  

Tras el análisis de los niveles de Aβ cerebrales, observamos niveles inferiores  de 

Aβ40 y Aβ42 insoluble en los animales tratados con rApoJ libre en comparación al 

grupo salino, así como una reducción en el tamaño medio de los depósitos de Aβ 

fibrilar. Además, el tratamiento con nanodiscos rHDL-rApoJ mostró una reducción 

en los niveles insolubles de Aβ42. Asimismo, ambos tratamientos basados en el 

aumento de los niveles circulantes de rApoJ mostraron eficacia reduciendo el 

número de vasos cerebrales afectados por AAC. En este contexto, la reducción del 

número de vasos afectados por depósito de Aβ observado tras los tratamientos con 

rApoJ es coherente con resultados previos en los que ratones APP/PS1 deficientes 

para el gen Clu (APP/PS1/Clu-/-), mostraron una impactante exacerbación del Aβ 

vascular, proponiendo la participación de ApoJ en la eliminación de Aβ mediante la 

vía del drenaje perivascular234. Sin embargo, en este mismo estudio se observó que la 

agudización del AAC fue acompañada de una reducción de los niveles totales de Aβ 

y una ausencia casi total de placas neuríticas. Estos resultados predecían que un 
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aumento de los niveles de ApoJ podría agravar el depósito Aβ cerebral, sin embargo, 

nuestro estudio demostraba niveles reducidos de Aβ40 y Aβ42 insoluble totales tras el 

aumento periférico con rApoJ. Pese a la aparente discordancia, estos resultados 

fundamentan la implicación de ApoJ regulando el depósito de Aβ cerebral, aunque 

determinar si elevados niveles de ApoJ son beneficiosos o nocivos sigue siendo un 

interrogante. Notablemente, esta misma cuestión sigue bajo investigación en cuanto 

a la apolipoproteína mayoritaria en cerebro (ApoE). En este caso, los resultados de 

numerosos estudios que han pretendido determinar el papel de ApoE en el 

desarrollo y progresión de β-amiloidosis cerebral no han ido en la misma 

dirección169,289. En este contexto, debido a que nuestro estudio es el primer trabajo 

que evalúa el aumento circulante de ApoJ en un modelo transgénico de EA, 

consideramos que estos resultados aportan una pieza más para resolver el complejo 

puzle que dibuja el rol de ApoJ en la β-amiloidosis cerebral. 

Atendiendo a la muerte neuronal, los ratones de 15 meses APP23 tratados con 

salino mostraron pérdida neuronal en el hipocampo en comparación a los animales 

wt de la misma edad, tal y como está descrito en bibliografía290. El tratamiento con 

rApoJ libre mostró neuroprotección previniendo la muerte neuronal en CA1 y 

poDG, mientras que el tratamiento con nanodiscos rHDL-rApoJ solamente redujo 

la muerte neuronal en poDG. En base a esto resultados, refiriéndonos al efecto de la 

lipidación sobre la funcionalidad de ApoJ, no observamos diferencias significativas 

entre ambos tratamientos en términos de reducción de la carga de Aβ. Sin embargo, 

en los parámetros testados, el tratamiento con rApoJ libre mostró una tendencia 

hacia un mayor efecto previniendo la acumulación cerebral de Aβ. Sin embargo, 

teniendo en cuenta que en el SNC los astrocitos secretan ApoJ en forma de 

lipoproteína213, el rol de la lipidación de ApoJ en el parénquima cerebral debería ser 

estudiado más en profundidad. En base a los resultados obtenidos, tanto ApoJ libre 

como los nanodiscos rHDL-rApoJ fueron capaces de prevenir la acumulación 

cerebrovascular de Aβ, mientras que ApoJ mostró mayor eficacia previniendo la 

acumulación de Aβ insoluble total, así como la capacidad de prevenir la muerte 

neuronal en CA1. Esto parece indicar que la modificación estructural que ocurre en 

ApoJ debido a su lipidación interfiere en la activación de los mecanismos 
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protectores observados. De hecho, previamente se ha descrito que la distribución de 

ApoJ en las lipoproteínas o en su forma libre está alterado en enfermedades como 

aterosclerosis291. Por ello, el estudio de la distribución de ApoJ circulante en 

pacientes de EA y AAC podría esclarecer este asunto. 

No obstante, hay que destacar que los nanodiscos rHDL-rApoJ sí mostraron 

eficacia previniendo la acumulación cerebrovascular de Aβ. Por ello, su valor 

terapéutico dirigido a pacientes con AAC debe tenerse en cuenta. Debido a que el 

modelo transgénico APP23 es un buen modelo para estudiar el AAC119, investigar la 

eficacia de los nanodiscos rHDL-rApoJ en ratones APP23 de avanzada edad 

evaluando parámetros como la prevención de microhemorragias y de la disfunción 

cerebrovascular podría ser de gran interés. Además, la estructura de nanodiscos 

posee unas características únicas que permiten su funcionalización mediante un gran 

abanico de estrategias292. Así, nanodiscos rHDL-rApoJ unidos a diferentes agentes 

terapéuticos dirigidos a la β-amiloidosis cerebral, podrían funcionar como nano-

soportes para enviar fármacos a la vasculatura afectada con AAC, que además 

disfrutarían de funcionalidad propia previniendo la acumulación vascular de Aβ. 

 

4.4.2- Mecanismo implicados e importancia de la respuesta inmune innata  
 

Con el objetivo de determinar el mecanismo de acción de ApoJ mediando la 

prevención de la acumulación de Aβ, en primer lugar, se evaluaron los niveles de 

Aβ en LCR y plasma tras el tratamiento crónico intravenoso con rApoJ libre y 

nanodiscos rHDL-rApoJ, así como la expresión de los principales receptores 

involucrados en el aclaramiento de Aβ (LRP1 y RAGE)33. No se observaron 

diferencias en la expresión de dichos receptores ni en los niveles plasmáticos de Aβ, 

aunque sí se observó un aumento en los niveles de Aβ40 en LCR. Está descrita una 

reducción de los niveles de Aβ en LCR en enfermos de EA87 y AAC61, así como en 

el modelo experimental APP23115, aunque los mecanismos qué explicarían esta 

reducción no son completamente comprendidos293. Sin embargo, tras la 

inmunización pasiva con varios anticuerpos testados en ensayos clínicos de EA, se 
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observó un aumento de Aβ en LCR294, lo que parece estar relacionado con la 

capacidad del fármaco de movilizar el Aβ cerebral. En nuestro estudio, una vez más, 

solamente la administración de rApoJ libre fue capaz de inducir una alteración de los 

niveles Aβ en LCR, lo que refuerza la idea de que los nanodiscos rHDL-rApoJ no 

son capaces de activar las mismas vías que rApoJ libre. 

Por otro lado, cuando se estudió el estado neuroinflamatorio tras los tratamientos 

en ratones APP23, no se observó un aumento en la activación astrocitaria. En 

cambio obtuvimos un incremento en la expresión del marcador lisosomal CD68 en 

aquellos ratones tratados con ApoJ libre. La expresión de CD68, el cual se ha 

utilizado para marcar microglía fagocítica295, se observó en la periferia de las placas 

neuríticas. Así, nuestros resultados propondrían que el tratamiento con ApoJ libre 

estaría promoviendo la fagocitosis de Aβ en células microgliales. Este mecanismo 

podría explicar la inferior acumulación cerebral de Aβ que se observó tras el 

tratamiento con rApoJ libre. De hecho, el rol de la microglía como vía de 

eliminación del péptido Aβ se ha documentado extensamente en anterioridad15. La 

estimulación de las rutas fagocíticas en microglía han demostrado eficacia 

previniendo la acumulación cerebral de Aβ en distintos modelos animales296–298 y se 

ha propuesto que la eficacia observada tras la inmunización pasiva en modelos 

experimentales de β-amiloidosis cerebral podría estar mediada por un aumento de la 

fagocitosis microglial299.  

En nuestro modelo experimental se estudió también la expresión del receptor 

TREM2 en los diferentes grupos de tratamiento. En nuestros experimentos, 

observamos un aumento en la expresión cerebral de TREM2 en aquellos ratones 

APP23 tratados con rApoJ libre. Los niveles de TREM2 correlacionaron con la 

expresión de CD68, proponiendo que ambos marcadores estarían implicados en 

mecanismos relacionados. De hecho, se ha observado que ratones deficientes para 

Trem2 presentaron un agravamiento de la β-amiloidosis cerebral afectando a la 

capacidad fagocítica300. Además, se ha propuesto que TREM2 puede interaccionar 

con complejos ApoJ:Aβ y favorecer su internalización en células microgliales para su 

degradación14. 
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Por otra parte, es importante mencionar que en condiciones asociadas a EA se ha 

observado infiltración de monocitos301 que muestran una elevada capacidad 

fagocítica25. De hecho, este fenómeno se ha interpretado como un mecanismo 

protector, ya que la prevención de la infiltración de monocitos en el modelo 

transgénico APP/PS1 resultó en una aceleración de la acumulación de Aβ22, 

mientras que promover la infiltración de monocitos en el mismo modelo 

transgénico condujo a una prevención de la carga de Aβ302. De hecho, en humanos 

se ha propuesto que TREM2 no se expresaría en microglía, sino que sólo lo haría en 

el sistema inmune innato periférico, por lo que TERM2 sería un marcador de 

infiltración de monocitos303. No obstante, los monocitos infiltrados se diferencian 

rápidamente para adoptar el fenotipo de microglía304. Por ello, no se puede descartar 

el origen periférico de las células que muestran una incrementada capacidad 

fagocítica tras el tratamiento con rApoJ libre.  

Este cúmulo de evidencias, sustentaría la idea de que la estimulación de la respuesta 

inmune frente a la β-amiloidosis cerebral es protectora. Sin embargo, el rol de la 

respuesta inmune innata en general y el de la microglía en particular, no parece tan 

simple. Así, la infiltración de células inmunes periféricas se ha relacionado con 

exacerbamiento de la neuroinflamación conduciendo a graves consecuencias24. 

Además, ratones APP/PS1 deficientes para Nlrp3 (relacionada con activación del 

inflamosoma en microglía) mostraron menor acumulación β-amiloide305 y la 

eliminación de la microglía en el modelo transgénico 5xFAD resultó en una 

protección frente a la muerte neuronal306.  

Por ello, en nuestro modelo, se evaluó el estado neuroinflamatorio general para 

determinar si la activación de rutas fagocíticas iba acompañada de una mayor 

liberación de moléculas inflamatorias al parénquima cerebral. Así, tras los 

tratamientos crónicos con rApoJ libre o nanodiscos rHDL-rApoJ, no solo no 

observamos un aumento generalizado de la neuroinflamación, sino que se observó 

una disminución en IL17 y KC tanto en los animales tratados con rApoJ libre como 

con nanodicos, además de una disminución en los niveles de MIP-1α en los 

animales tratados con nanodiscos rHDL-rApoJ. Esta mitigación del estado 

inflamatorio, así como la prevención de la acumulación de Aβ y la muerte neuronal, 
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proponen que rApoJ es capaz de promover un estado de activación microglial en el 

que se estimula la fagocitosis de forma específica. De hecho, la importancia de la 

respuesta inmune innata en relación a la EA ha irrumpido con fuerza en el escenario 

de la β-amiloidosis cerebral307. En este contexto y bajo los resultados obtenidos, 

ApoJ se presenta como un candidato prometedor para la modulación de la microglía 

hacia un fenotipo protector frente a la β-amiloidosis cerebral. 

Finalmente, no se detectó rApoJ en cerebro, por lo que difícilmente estos resultados 

pueden ser explicados mediante actuación in situ de rApoJ. En este contexto, un 

gran número de estudios evidencian el hecho de que la periferia tiene un efecto 

tangible sobre la homeostasis cerebral308. Así, se ha demostrado que la inflamación 

periférica crónica tanto en modelos animales como en humanos se asocia con un 

mayor depósito β-amiloide309,310. De la misma manera, algunas enfermedades 

identificadas como factor de riesgo para padecer EA como aterosclerosis presentan 

también signos de inflamación crónica311. Los mecanismos que conectan estos 

eventos patológicos son prácticamente desconocidos, aunque algunos estudios en 

modelos experimentales proponen que estímulos que provoquen una hiper-

reactividad de la respuesta inmune periférica pueden tener un impacto tangible 

sobre el estado inflamatorio cerebral contribuyendo a la patología310. En este 

contexto, pensamos que la propiedades de rApoJ modulando la respuesta inmune 

que se han observado previamente en periferia312 pueden tener un impacto sobre la 

mecanismos involucrados en el aclaramiento de Aβ de cerebro, especialmente 

aquellos que afectan a la digestión intracelular del péptido Aβ. Por ello, explorar los 

cambios periféricos que pueden conducir a una mayor capacidad fagocítica del 

péptido Aβ podría ayudar a dilucidar los mecanismos concretos que dirigen la 

protección observada tras la administración intravenosa de rApoJ.  
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4.5- Perspectiva general del potencial terapéutico de 
ApoJ y ApoA-I-M dirigido a la β-amiloidosis cerebral 
 

4.5.1- Perspectiva general del rol de ApoA-I y ApoJ en la β-amiloidosis  
 

En base a los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, tanto rApoA-I-M 

como rApoJ fueron capaces de prevenir la acumulación cerebral de Aβ en el modelo 

experimental APP23, así como disminuir la neuroinflamación. Sin embargo, aunque 

ambos tratamientos estimularon vías de aclaramiento de Aβ, el mecanismo de 

acción no parece ser compartido. Por un lado rApoA-I-M favoreció el aclaramiento 

del péptido Aβ a través de la BHE, mientras que el tratamiento con rApoJ provocó 

una estimulación de las vías fagocíticas en células microgliales (Figura 9). Pese a que 

ambos tratamientos no son comparables entre sí por la diferencia de dosis 

administrada (2 mg/kg vs 1 mg/kg), el número de dosis (18 dosis vs 8 dosis) y la 

edad de la cohorte de ratones APP23 utilizada (16 meses vs 14 meses), parece que 

ambos tratamientos son capaces de conducir a una prevención de la acumulación 

del péptido Aβ desde la periferia. Debido a que la protección observada para ambos 

tratamientos parece estar mediado a través de mecanismos distintos, estudiar los 

efectos de la administración conjunta de rApoA-I-M y rApoJ en el modelo 

experimental APP23, podría ser una estrategia interesante que permitiría evaluar el 

posible efecto sinérgico en términos de carga de Aβ, neuroinflamación, 

neuroprotección y prevención del déficit cognitivo. 
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Figura 9: Esquema de los mecanismos de eliminación de Aβ  propuestos en función del 
tratamiento intravenoso de rApoA-I-M o rApoJ en ratones APP23. A) Equilibrio de las vías de 
eliminación en condiciones patológicas de β-amiloidosis cerebral. B) Equilibrio de las vías de 
eliminación tras la administración IV crónica de rApoA-I-M. C) Equilibrio de los mecanismos tras 
la administración IV crónica de rApoJ. El grosor de las flechas indica qué mecanismo estaría 
estimulado. 
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4.5.2- Perspectivas futuras  
 

Finalmente, todos los experimentos in vivo presentados en esta tesis doctoral se han 

realizado en el modelo murino de β-amiloidosis cerebral APP23 (PPA sueca 

KM670/671NL). Este modelo, a parte de una acumulación progresiva de Aβ en el 

parénquima cerebral, también presenta una importante afección de la vasculatura 

cerebral con AAC, lo que nos permite estudiar de forma parcial ambas patologías116. 

Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, resultados previos evaluando 

el impacto de ApoE y ApoJ sobre la β-amiloidosis cerebral han mostrado resultados 

diferentes en función del modelo animal utilizado. Así, ratones PDAPP deficientes 

para el gen Clu presentaron una disminución del Aβ fibrilar sin afectar a la carga de 

Aβ total232. Sin embargo, la deficiencia de Clu en el modelo APP/PS1 provocó una 

diminución en el Aβ total muy significativo, con ausencia casi total de depósitos 

parenquimales y un importante exacerbamiento del AAC234. El impacto de la 

deficiencia del gen ApoE también parece depender fuertemente del origen genético 

del animal. Así, mientras que la ausencia del gen ApoE en los modelos PDAPP ó 

Tg2576 provocó una disminución casi total de placas amiloides313, su eliminación en 

el modelo APP/PS1 resultó en un aumento de los depósitos inmunopositivos para 

Aβ314. Por otra parte, la progresiva y moderadamente lenta acumulación de Aβ que 

presenta el modelo transgénico APP23, permite estudiar los mecanismos 

patológicos en diferentes estadios de la enfermedad. Sin embargo, este modelo 

también presenta algunas  desventajas que impiden estudiar las características de 

EA/AAC en su totalidad.  

En este sentido, el modelo transgénico APP23 no presenta una muerte neuronal 

abundante, pérdida sináptica, cambios en la plasticidad neuronal ni ovillos 

neurofibrilares, aunque sí presenta hiperfosforilación de TAU asociado a placas 

neuríticas114,315 (www.alzforum.org). Además, aunque previamente se han descrito 

déficit cognitivos espaciales y ejecutivos en el modelo de ratón APP23121,316, otros 

modelos animales transgénicos como 3xTg-AD, APP/PS1 o 5xFAD entre otros, 

permitirían estudiar el efecto sobre déficits cognitivos a edades más tempranas; así 

como sobre los depósitos de TAU hiperfosforilado, muerte neuronal y pérdida 
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sináptica. De hecho, consideramos que investigar el efecto de dichos tratamientos 

sobre la neurodegeneración y el estado cognitivo en modelos transgénicos de β-

amiloidosis cerebral es indispensable para seguir proponiendo su potencial uso 

terapéutico. Por ello, con el objetivo de aportar consistencia a los resultados 

presentados en esta Tesis Doctoral, los resultados deberían ser replicados en otros 

modelos experimentales. 

Finalmente, la evaluación de la eficacia de rApoA-I, rApoJ y sus modificaciones 

estructurales en diferentes etapas de la enfermedad podría aportar información 

sobre la ventana temporal en la que el incremento circulante de rApoA-I-M o rApoJ 

podría tener un mayor impacto terapéutico.  
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Las principales conclusiones de esta Tesis Doctoral son las siguientes: 
 
1-  El proceso de producción de rApoA-I-wt, rApoA-I-M y rApoJ en la línea celular 
humana HEK293T y su posterior purificación, da lugar a proteínas recombinantes 
funcionales y de elevada pureza.  
 

2- La administración crónica intravenosa de rApoA-I-M en el modelo experimental 
de β-amiloidosis cerebral APP23 mostró eficacia en términos de prevención de la 
acumulación parenquimal y cerebrovascular de Aβ, promoviendo su aclaramiento 
cerebral, además de disminuir la neuroinflamación. Estos resultados proponen el 
potencial de rApoA-I-M como estrategia terapéutica para la β-amiloidosis cerebral. 
 

3- El método de formación basado en la estrategia diálisis con colato permite la 
preparación de nanodiscos rHDL-rApoJ de forma reproducible. La formulación de 
rApoJ en nanodiscos rHDL-rApoJ mejora su capacidad de promover el eflujo de 
colesterol y conserva sus propiedades de chaperona. Además, los nanodiscos rHDL-
rApoJ mostraron capacidad de acumularse en la cerebrovasculatura afectada con 
AAC en ratones APP23. 
 

4- Tras la administración crónica periférica de rApoJ libre o nanodiscos rHDL-
rApoJ en el modelo experimental APP23, se observó que ambos tratamientos 
prevenían la acumulación de Aβ en vasos cerebrales. En cambio, el tratamiento con 
rApoJ libre era más eficaz previniendo la acumulación total de Aβ insoluble cerebral 
y la muerte neuronal en hipocampo que la administración de nanodiscos rHDL-
rApoJ. Nuestros resultados sugieren que parte de los efectos beneficiosos del 
tratamiento con rApoJ libre vendrían dados por su capacidad de promover la 
activación de mecanismos fagocíticos en la microglía. Por todo ello, se propone el 
potencial de rApoJ como estrategia terapéutica para la β-amiloidosis cerebral. 
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ABSTRACT

Background: ApoJ/Clusterin is a multifunctional protein highly expressed in the brain. ApoJ 
has been extensively implicated in Aβ fibrilization and clearance in the context of Alzheimer’s 
disease, although whether the increase in ApoJ levels is beneficial or detrimental is still under 
investigation. ApoJ is abundant in the plasma and can be lipidated to form HDL particles. 
Nevertheless, the impact of plasmatic ApoJ levels and its lipidation status in cerebral β-
amyloidosis is still unknown. Hence, our main objective was to study the effect of a peripheral 
increase in unbound ApoJ or reconstituted HDL associated with ApoJ in an experimental model 
of cerebral β-amyloidosis (APP23 transgenic mice).  

Methods: Fourteen-month-old APP23 mice were subjected to chronic intravenous rHDL-rApoJ 
nanodisc or free rApoJ treatment for 1 month. Total Aβ load, neuronal death, Aβ clearance and 
inflammation were evaluated after the end of the treatment period. 

Results: Results obtained after the chronic administration of rApoJ or rHDL-rApoJ nanodiscs 
revealed that free rApoJ treatment prevented some of the features associated with Aβ pathology,
showing a reduction in hippocampal neuronal loss, a decrease in Aβ insoluble accumulation and 
an elevation in Aβ in the CSF. These effects were accompanied by enhanced expression of 
phagocytic markers in microglial cells surrounding Aβ deposits without an exacerbation of the 
global neuroinflammatory status. In all endpoints studied, rHDL-rApoJ nanodisc treatment was 
less effective than free ApoJ administration. 

Conclusions: In summary, our study shows the potential therapeutic benefits of an early 
increase in ApoJ levels in the prevention of cerebral β-amyloidosis. 

Keywords: Clusterin, ApoJ, APP23, reconstituted HDL, beta-amyloid, cerebral β-amyloidosis, 
Alzheimer´s disease. 
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1. BACKGROUND

Cerebral β-amyloidosis is characterized by an accumulation of Amyloid-β peptide (Aβ) in the 
brain parenchyma and cerebral vessels and is a major feature of Alzheimer´s Disease (AD) and 
Cerebral Amyloid Angiopathy (CAA) [1, 2]. Both diseases are characterized by devastating 
clinical presentations and are highly prevalent in the elderly population. AD is the most 
common cause of dementia, affecting 24 million people worldwide [3, 4]. AD patients present 
severe β-amyloidosis characterized by parenchymal Aβ deposits (neuritic plaques), together 

with intracellular accumulation of hyperphosphorylated tau protein (neurofibrillary tangles), 
triggering neuroinflammation, neurodegeneration and dementia [2]. On the other hand, CAA is 
characterized by Aβ deposition in brain vessels causing intracerebral hemorrhage (ICH) and is
the leading cause of lobar ICH in the elderly population [5]. The Aβ peptide is the product of 

amyloid precursor protein (APP) processing by β- and γ-secretases, which gives rise to peptides 
of different lengths, with Aβ40 and Aβ42 being the most interesting forms from a clinical point of 
view. Although both Aβ peptides are prone to aggregate to form amyloid fibrils that deposit in 
the brain, Aβ42 presents a preferential deposition in parenchyma (forming neuritic plaques), 
whereas Aβ40 is more commonly associated with CAA-affected vessels [6, 7]. 

The underlying mechanisms explaining pathological Aβ accumulation in the brain are not 
completely clear. Nevertheless, sporadic cerebral β-amyloidosis is widely accepted to occur due 
to an imbalance in the existing Aβ elimination pathways [8]. The most relevant Aβ clearance 

pathways described to date include (1) proteolytic degradation by extracellular proteases, such 
as insulin-degrading enzyme (IDE) and neprilysin (NEP), among others [9], (2) clearance across 
the blood-brain barrier (BBB) by binding to specific receptors, such as LRP-1, LRP-2, among 
others [10] and (3) through perivascular drainage [11], which promotes the mobilization of Aβ 

material along the basement membrane of cerebral arteries and capillaries to the cervical lymph 
nodes for its elimination. Finally, (4) Aβ can be eliminated through glial uptake by astrocytes 

and microglia followed by intracellular digestion [12, 13]. Microglial cells are resident innate 
immune cells that play an important role in mediating the neuroinflammatory process in the 
brain and the phagocytosis of toxic species such as Aβ material. In this context, the importance 

of this dual role of microglia in cerebral β-amyloidosis is of increasing interest [14]. At this 
juncture, therapeutic strategies that stimulate these elimination pathways have been proposed in 
AD.  

Certain apolipoproteins, beyond their role in lipid and cholesterol metabolism, have been 
described to be able to modulate Aβ clearance. In particular, the APOE genotype is a strong risk 
factor for the development of sporadic cerebral β-amyloidosis [15, 16], and although its 
interaction with Aβ is not well understood, apolipoprotein E (ApoE) has been proposed to 
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influence Aβ fibrillization [17], together with its clearance across the BBB [18]. On the other 
hand, apolipoprotein J (ApoJ, also known as clusterin) is the most expressed apolipoprotein in 
the brain after ApoE. The role of ApoJ in the context of cerebral β-amyloidosis is strongly 
underpinned by several studies, although, as with ApoE, its precise role has not been well 
elucidated. ApoJ is a heterodimeric multifunctional protein that has been described as an anti-
inflammatory and anti-apoptotic protein [19, 20] and a regulator of complement activation [21].
In addition, ApoJ is a very effective chaperone that is able to bind partially misfolded proteins. 
In this context, ApoJ is able to bind Aβ and prevent its fibrillization [22] and toxicity in vitro 
[23]. In AD brains, ApoJ co-deposits with neuritic plaques and CAA-affected vessels, and 
ApoJ-Aβ complexes have been detected in cerebrospinal fluid (CSF) [24]. The role of ApoJ in 
AD was confirmed in a GWAS (genome-wide association study) that identified the CLU gene 
as a risk factor for developing this neurological disease [25]. More insightfully, the risk factor 
allele rs11136000C was associated with a lower expression of ApoJ, whereas the protective 
allele rs11136000T generated greater ApoJ expression [26]. On the other hand, higher 
circulating levels of ApoJ in the plasma have been related to the severity and prevalence of AD 
[27]. These last observations suggest that an increase in ApoJ levels occurs as a protective 
response against aberrant Aβ accumulation in the brain. However, there are conflicting results in 
the literature regarding the protective role of ApoJ. For example, a study showed that PDAPP 
mice lacking Clu (PDPP/Clu-/-) presented reduced fibrillary Aβ without alterations in the total 
levels of Aβ [28]. More recently, Wojtas and colleagues (2017) observed that knocking out Clu
in APP/PS1 mice resulted in and exacerbated vascular Aβ deposition, whereas total Aβ and 

parenchymal Aβ deposition were remarkably reduced [29]. Overall, the exact impact of 
increasing ApoJ in circulation and/or in the brain still needs to be clarified.  

From this background, our main objective was to understand the role of ApoJ in the 
development and progression of cerebral β-amyloidosis by determining the potential effect of 
ApoJ-based therapies in an experimental model of AD/CAA. Because ApoJ is present in the 
plasma in its free/non-lipidated form or associated with HDL (high-density lipoprotein) particles 
(20% of circulating ApoJ) [30], we also analyzed whether the effect of lipidation of ApoJ 
induced distinct functional modifications associated with Aβ deposition or distribution in the 
brain. For this purpose, we analyzed the effect of the peripheral administration of human 
recombinant ApoJ (h-rApoJ) in its non-lipidated (free rApoJ) and lipidated (reconstituted HDL 
nanodiscs formulated with rApoJ, rHDL-rApoJ nanodiscs) [31] structural states, on cerebral Aβ 

accumulation, neuronal loss and neuroinflammation in the APP23 transgenic mouse model. 
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2.  METHODS 

2.1. Human recombinant ApoJ
The production of functional human recombinant ApoJ (rApoJ) has been previously reported by 
our group [32]. Briefly, Human Embryonic Kidney 293T cells (HEK293T) were transfected 
with the pcDNA4.0TM vector containing the human APOJ cDNA (Abgent, Clairemont, San 
Diego, USA). Stable transfected cells were grown in HYPERFlask systems (Corning Inc., New 
York, USA) followed by the recollection of cell supernatants for protein purification with Ni-
affinity chromatography with fast protein liquid chromatography (FLPC; AKTA Purifier 100 
system, GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, USA) in HiScreen Ni FF columns 
(GE Healthcare). The purified protein was dialyzed overnight (ON) at 4ºC against Tris Buffer 
Saline (TBS) in 10 KDa Snake Skin Dialysis Tubing membranes (Thermo Fisher, Waltham, 
Massachusetts, USA). For those batches intended to the preparation of reconstituted HDL 
particles, the resulting purified rApoJ was dialyzed against TBS (pH=6.4). Finally, the protein 
concentration was determined by BCA assay (Thermo Fisher) and diluted to a final rApoJ 
concentration of 200 μg/ml in PBS. Aliquots were stored at -80ºC until its usage. The purity of 
rApoJ was >75%.

2.2. Preparation and purification of rHDL-rApoJ nanodiscs
A detailed protocol for the preparation and purification of reconstituted HDL nanodiscs 
formulated with rApoJ (rHDL-rApoJ nanodiscs) has been previously published by our group 
[31]. Briefly, the process started with the preparation of a lipid mixture with 1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DMPC, Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) and free 
cholesterol (CHOL, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) in a chloroform solution (5:1 
DMPC/CHOL molar ratio). The organic solvent was removed under vacuum and nitrogen to 
afford a dry lipid film, followed by rehydration with TBS 40 mM sodium deoxycholate 
(cholate, Sigma-Aldrich). This suspension was incubated for 30 minutes at 37ºC until a clear 
solution containing DMPC/CHOL/cholate mixed micelles was achieved. For the preparation of 
rHDL-rApoJ nanodiscs, mixed micelles were incubated with free rApoJ at 550:110:1 
DMPC/CHOL/rApoJ molar ratio, and three incubation cycles were performed at 4ºC and 37ºC 
to promote the lipid-protein interaction. After incubation, rHDL-rApoJ nanodisc self-assembly 
began with cholate removal through extensive dialysis against 1000-fold excess TBS at 4ºC for 
48 hours in 10 KDa Snake Skin Dialysis Tubing with two buffer changes (1x109 overall dilution 
factor). Finally, dialyzed samples were centrifuged at 16000 xg for 30 minutes at 4ºC to 
eliminate the unbounded lipids. A purification step with potassium bromide (KBr; Sigma 
Aldrich) density gradient ultracentrifugation was needed to allow the elimination of unbound 
free rApoJ. This step (100,000 x g; 24 hours, 1,250 mg/ml density of KBr) allowed the 
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recollection of purified rHDL-rApoJ in the upper fractions (<1,250 mg/ml density). These 
samples were dialyzed against PBS-2% sucrose to eliminate KBr. The protein concentration 
was determined by BCA. rHDL-rApoJ-containing solutions were diluted in PBS to a final 
rApoJ concentration of 200 μg/ml, and aliquots were stored at -80ºC until further use. 

2.3. In vivo chronic administration of rHDL-rApoJ nanodiscs and free rApoJ
The effect of the chronic administration of both rHDL-rApoJ nanodiscs and free rApoJ was 
studied in APP23 transgenic mice (Hemizygote B6, D2-TgN[Thy-APPSWE]-23-Tg mice, 
Novartis, Basel, Switzerland) [33]. These animals overexpress the APP protein with the 
Swedish mutation (K670M/N671L) under the murine neuronal Thy1 promoter (Thymocyte 
Antigen-1). Hemizygote APP23 mice were backcrossed with C57/BL6 mice (Janvier Labs, Le 
Genest-Saint-Isle, France), and the APP genotype was tested in the offspring by Transnetyx 
(Cordova, TN, USA). Wild-type (wt) and APP23 mice were aged in the animal facility of our 
institution to obtain the final study cohort. Fourteen-month-old APP23 mice received 8 
intravenous (IV) doses of rHDL-rApoJ, free rApoJ (1 mg/kg) or saline (n=7 animals/group) for 
4 weeks (2 doses/ week). For the administration, mice were anesthetized with isoflurane (5%) in 
oxygen (2%) followed by retro-orbital sinus injection, selected as a reliable administration route 
for IV delivery [34]. All animals completed the treatment with no associated mortality or 
changes in body weight due to treatment.  

2.4. Cerebrospinal fluid collection
Thirty minutes after the last administration, mice were anesthetized under isoflurane, and CSF 
was sampled as previously described [35]. Briefly, anesthetized mice were placed in the 
stereotaxic instrument, and a sagittal incision inferior to the occiput was made in the skin. Once 
the dura mater of the cistern magna was visualized under the microscope, it was penetrated with 
a glass capillary (inner diameter of 0.5 mm), and clear CSF ascended by capillarity. Only 
completely clear CSF was used for further experiments. 

2.5. Blood and brain collection
Blood was collected through cardiac puncture and blood samples were centrifuged in 
ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) tubes to recollect the EDTA-plasma. Then, after 
transcardial perfusion with 25 ml of cold PBS (pH=7.4), brains were rapidly removed and 
divided in two hemispheres. One of the hemispheres was frozen at -80ºC for homogenization, 
while the other was fixed in 10% formalin (Diapath, Martinengo, Italy) at room temperature 
(RT) for 48 hours before paraffin embedding. 
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2.6. Brain homogenates
One of the hemispheres of each mouse was homogenized to obtain soluble, membrane-
associated and insoluble fractions through sequential centrifugations. First, brain tissue was 
homogenized in 4 ml of TBS (pH=7.4) supplemented with cOmplete EDTA-free protease 
inhibitor cocktail (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) and samples were centrifuged at 
8000 xg during 30 minutes a 4ºC. The supernatant was selected as the soluble fraction whereas 
the pellet was homogenized in TBS supplemented with TritonX-100 and protease inhibitors 
followed by centrifugation at 8000 xg during 30 minutes at 4ºC. The supernatant was selected as 
the membrane-bound fraction whereas the pellet was homogenized in 5 M guanidine-HCl 
(pH=8, Sigma-Aldrich) supplemented with protease inhibitors. Samples were shaken during 3 
hours at RT followed by centrifugation at 8000 xg during 30 minutes at 4ºC and the supernatant 
was selected as the insoluble fraction. Soluble, membrane-bound and insoluble fractions were 
aliquoted and frozen at -80ºC. The protein concentration of each fraction was quantified by 
BCA.

2.7. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Aβ levels in plasma, CSF and soluble and insoluble brain fractions were quantified with 

commercial ELISA kits for both Aβ40 (KHB3481) and Aβ42 (KHB2442, Thermo Fisher). Levels 
of human ApoJ in plasma of treated mice were quantified with the commercial ELISA kit 
(3713-1HP, Mabtech, Nacka Strand, Sweden).  Levels of the endogenous mouse ApoJ were 
quantified in plasma of 15 month old APP23 and age-matched wt animals (ab199079, Abcam, 
Cambridge, UK). Brain levels of mouse TREM2 (Triggering Receptor Expressed in Myeloid 
cells-2) of treated mice were quantified with a commercial ELISA kit (LS-F7884, Lifespan 
Bioscience, Seattle, Washington, USA). Final results were analyzed following manufacturer 
instructions with a conventional microplate reader (Sinergy Mx, Biotek, Winooski, VT, USA). 
Commercially available multiplexed ELISA was used to investigate the general inflammatory 
state in brain soluble fraction after treatments (Mouse cytokine magnetic 20-plex panel,
LMC0006M, Invitrogen). Results were analyzed in duplicate with Luminex technology in a 
MAGPIXTM instrument and samples with a coefficient of variation (CV) > 35% were excluded. 
In all cases, data were corrected by the amount of total protein determined by BCA. 

2.8. Immunohistochemistry
A series of three paraffin-embedded sagittal sections were selected 800 μm apart, starting from 

the division of the hemispheres. For the detection of Aβ with conventional 

immunohistochemistry (IHC), all samples were deparaffinized 1 hour at 65 ºC, rehydrated and 
treated with 2% H2O2 and 10% methanol in PBS for 15 minutes. Samples were incubated during 
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1 hour in blocking solution (PBS, 0.2% Triton-X, 10% Fetal bovine serum (FBS, Millipore, 
Darmstadt, Germany) followed by ON incubation with the anti-Aβ monoclonal antibody 4G8 

(Biolegend, San Diego, CA, USA) diluted 1/10,000 in blocking solution. Next, slices were 
incubated with biotinylated anti-mouse IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 
diluted 1/200 in blocking solution for 1 hour at RT and with streptavidin-HRP (Vector 
Laboratories) diluted 1/200 in blocking solution. Finally, diaminobenzidine (DAB; Dako, 
Denmark) was applied to the samples until a brown end-product was observed. Contrast 
staining was done by immersion of samples in Harris hematoxylin solution (Sigma-Aldrich). 
The number of Aβ deposits bigger than 50 px2 and the area (px2) occupied per deposit were 
quantified with the Image J software in the three deep-sections. Data are expressed as a mean of 
the analyzed three deep-sections. Data were expressed as the number of Aβ positive deposits 

and the mean size of Aβ positive deposits.

The same protocol was performed for the quantification of NeuN positive cells in cortex and 
hippocampus (CA1, CA2/CA3 and polymorphic layer of dentate gyrus) of APP23 and age-
matched wt mice in the first deep-section slice. Before the blocking step, an antigen retrieval 
step was performed by immersion of slices in citrate buffer (10 mM sodium citrate, 0.05% 
Tween20, pH=6) at 95ºC during 30 minutes. The NeuN antibody (Millipore) was diluted 1/200 
in blocking solution. The quantification of NeuN positive cells/mm2 was done as previously 
described [36]. For each sample and brain region, three different images were taken at 40X 
magnification. NeuN positive cells were counted in three different squares of 150 x 150 μm in 

cortical regions in every image, whereas in hippocampal regions squares of 100 x 100 μm were 

used. Results are expressed as number of NeuN positive cells per mm2. Images were taken with 
a LMD6500 microscope (Leica, Wetzlar, Germany). 

2.9. Thioflavin S staining

Thioflavin S (ThS) staining was performed in order to detect fibrillar Aβ deposits in brain 

slices. After deparaffination and rehydratation, series of 3 sagittal sections selected 800 μm 

apart were immersed in ThS (Sigma-Aldrich) 1% solution in ethanol 75% during 30 seconds. 
The excess of ThS was drained followed by immersion in ThS 0.1% in 75% ethanol during 1 
minute. Finally, slices were dehydrated and DAPI (4′, 6-diamidino-2-phenylindole) was used as 
contrast staining before mounting the preparations. The number of ThS positive vessels was 
counted. On the other hand, the number of Aβ deposits bigger than 50 px2 and the area (px2)
occupied per deposit were quantified with the Image J software in the three sections.  Data are 
represented as a mean of the three deep-sections. Images were obtained with a conventional 
fluorescence microscope (BX61, Olympus, Tokyo, Japan). Data were expressed as the number 
of Aβ positive deposits and mean size of Aβ positive deposits.
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2.10. Immunofluorescence
Cluster of differentiation 68 (CD68) as marker of phagocytosis and Tomato lectin (TL) as 
vascular and microglia marker [37] were analyzed through immunofluorescence in paraffin-
embedded brain sections. To this end, after deparaffination, rehydratation and antigen retrieval 
with citrate buffer (10 mM sodium citrate, 0.05% Tween20, pH=6, 30 minutes at 95ºC), slices 
were blocked in PBS pH= 7.4 supplemented with 10% FBS and 1% Tween 20 during 1 hour at 
RT. Rabbit anti-mouse CD68 antibody (Abcam) diluted 1/50 in blocking solution was incubated 
ON at 4ºC. Next, secondary antibody anti-rabbit-AlexaFluor488 (Thermo Fisher) diluted 1/500 
in blocking solution was incubated 1 hour at RT followed by incubation with Tomato lectin-
DyLight564 (Vector Laboratories) diluted 1/100 in blocking solution 1 hour at RT. On the other 
hand, the localization of CD68 and Aβ was analyzed in paraffin-embedded brain sections. After 
the deparaffination and rehydratation steps, brain slices were treated with 70% formic acid 
during 10 minutes followed by 3 washes of 5 minutes with PBS-1% Tween20. Then, samples 
were incubated in blocking solution during 1 hour at RT followed by ON incubation at 4ºC with 
mouse anti-human Aβ monoclonal antibody (4G8, Biolegend) diluted 1/1000 and rabbit anti-
mouse CD68 (Abcam) diluted 1/50 in blocking solution. Next, secondary antibodies anti-rabbit-
AlexaFluor-488 and anti-mouse-AlexaFluor694 (Thermo Fisher) diluted 1/500 in blocking 
solution during 1h at RT. Finally, contrast staining was done with DAPI before mounting the 
preparations. Images were obtained with a conventional fluorescence microscope (BX61, 
Olympus).  Finally, human ApoJ was analyzed in brain sections of treated animals. To this end, 
after the rehydratation, antigen retrieval and blocking steps, brain slices were incubated ON 
with mouse-anti-human ApoJ (RD Systems) diluted 1/50 in blocking solution. AlexaFluor-594 
was used as secondary antibody (1/500) and DAPI was used as contrast staining. Images were 
obtained with confocal spectral microscopy (FV1000, Olympus). 

2.11. Western Blot
For the immunodetection of different protein profiles, 40 μg of soluble or membrane-bound 
brain homogenates fractions were loaded in 10% acrylamide SDS-PAGE under reducing 
conditions (5% β-mercaptoethanol and sample heating at 95ºC). Then, gel were transferred to 
nitrocellulose membranes with Trans-Blot Turbo transfer system (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) at 1.3 amperes (A), 25 volts (V) during 10 minutes and blocking was done in 10% non-
fatted milk during 1 hour at RT. Membranes were incubated in tested specific antibodies diluted 
in blocking solution at 4ºC ON. Suitable secondary HRP-labelled antibodies diluted in blocking 
solution were incubated 1 hour at RT. The processing of membranes continued with its 
incubation with PierceECL Western Blotting Luminol/Enhancer and Stable Peroxidase 
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solutions (Thermo Fisher). The relative amount of the targeted protein was calculated from the 
quantification of the mean intensity with the ImageJ software. Immunoblotting of β-actin or 
glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase (GADPH) were used as loading controls. The 
primary antibodies used were: rabbit anti-CD68 (1/1000, Abcam), rabbit anti-GFAP (Glial 
Fibrillary Acidic Protein, 1/1000, Dako), Rabbit anti-Iba1 (Ionized calcium Binding Adapter 
molecule-1, 1/1000, Abcam), mouse anti-LRP1 (Lipoprotein Receptor Protein-1, 1/1000, 
Abcam), mouse anti-human APP (1/1000, Millipore), mouse anti-sAPPα (Soluble APP fraction-
α, 1/1000, Clontech, Mountain view, CA, USA), mouse anti-sAPPβ (Soluble APP fraction-β, 

1/1000, Clontech), rabbit-anti RAGE (Receptor for Advanced Glycation End-products, 1/1000, 
Abcam), mouse anti-β-actin (1/10000, Sigma-Aldrich) or mouse anti-GADPH (1/10000, 
Invitrogen). The following HRP-labelled secondary antibodies were used: Anti-rabbit-HRP 
(1/2000, GE Healthcare Biosciences, Little Chalfont, UK), anti-mouse-HRP (1/2000, GE 
Healthcare Bioscience).

2.12. Statistical analysis
GraphPad Prism 6 and SPSS Statistic 17.0 software were used for the statistical analysis. 
Normality distribution was assessed by the Shaphiro-Wilk normality test. The differences were 
assessed using t-test or ANOVA with LSD post-hoc test when appropriate. When data did not 
fit a normal distribution, Kruskal-Wallis test was used for multiple comparisons and Mann-
Whitney test for one to one comparisons. For normal distributed data, correlations were detected 
using the Pearson coefficient test. A p-vale < 0.05 was considered statistically significant. Data 
are represented as mean ± SEM.  

3. RESULTS

3.1. Expression of endogenous mouse ApoJ (m-ApoJ) in APP23 mice

APP23 mice are characterized by an increasing accumulation of both human Aβ40 and Aβ42 in 
the brain. This Aβ deposition became especially evident in very old APP23 mice (24 months 
old), where a 20-fold increase in insoluble Aβ40 and a 10-fold increase in insoluble Aβ42 were 
observed in comparison with the corresponding Aβ load in 15-month-old APP23 mice (Figure 1 
A-B). Interestingly, this upward Aβ accumulation was accompanied by an increase in mouse 

ApoJ (m-ApoJ) levels in the brain (Figure 1C). Twenty-four-month-old APP23 mice presented 
significantly higher m-ApoJ brain levels than age-matched wt mice, whereas the difference 
between genotypes was non-significant in 15-month-old mice. In addition, as expected, this 
increase in brain m-ApoJ was exacerbated with age, as significant differences in m-ApoJ levels 
were detected between 15- and 24-month-old APP23 mice. On the other hand, no significant 
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differences in the plasma levels of endogenous m-ApoJ were found between genotypes in 15-
month-old mice (Figure 1D). 

 Figure 1: Levels of cerebral insoluble Aβ and mouse ApoJ expression in APP23 transgenic mice 
over time. A) Cerebral accumulation of insoluble Aβ40 in 15- and 24-month-old APP23 and wt mice. B) 
Cerebral accumulation of insoluble Aβ42 in 15- and 24-month-old APP23 and wt mice. C) Mouse ApoJ 
(m-ApoJ) cerebral expression in 15- and 24-month-old APP23 and wt mice. D) Mouse ApoJ (m-ApoJ) 
levels in the plasma of 15-month-old APP23 mice. N=3-4/group. *p<0.05; **p< 0.01; *p<0.001.

3.2. Peripheral administration of free rApoJ and rHDL-rApoJ nanodiscs
The endogenous increase in m-ApoJ in APP23 mice in late pathological stages could be 
interpreted as a physiological protective mechanism to promote a reduction in Aβ and its 
clearance from the brain. In this regard, we examined whether prematurely increasing ApoJ 
levels could be a beneficial strategy to delay the Aβ deposition detected over time. Therefore, 

our main objective was to study the effect of peripheral administration of free rApoJ or lipidated 
rApoJ (rHDL-rApoJ nanodiscs) in APP23 mice. To this end, 14-month-old APP23 mice 
received 8 intravenous administrations of free rApoJ (1 mg/kg), rHDL-rApoJ (1 mg/kg) or 
saline with 2 infusions/ week (Figure 2A). The dose of 1 mg/kg of human rApoJ led to a 
theoretical mean increase in total circulating ApoJ levels of 20% considering the m-ApoJ levels 
determined in the plasma. An equal initial amount of infused rHDL-rApoJ and free rApoJ was 
confirmed by Western blot as shown in Figure 1B, where the α- and β- chains of rApoJ were 
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observed at ≈37 KDa. Next, the circulating concentration of human rApoJ (h-rApoJ) was 
quantified by ELISA. A significant increase in plasma levels of h-rApoJ was observed in both 
rHDL-rApoJ- and free rApoJ-treated mice, whereas human ApoJ was not detected in the saline 
group (Figure 2C), as expected. In addition, no significant differences in h-ApoJ between the 
rHDL-rApoJ- and free rApoJ-treated groups were found in the plasma 30 minutes after the last 
administration. On the other hand, levels of h-rApoJ in brain homogenates were undetectable by 
ELISA (< 70 pg/ml) (Figure 2D). Nevertheless, immunofluorescence analysis revealed specific 
staining for h-ApoJ in occasional vessels from the brains of both rHDL-rApoJ- and free rApoJ-
treated mice. Indeed, h-ApoJ from the intravenous treatment was found to be attached to the 
luminal side of leptomeningeal arteries. In contrast, brains from saline-treated mice did not 
present human ApoJ staining (Figure 2E). 

Figure 2: Chronic intravenous treatment of APP23 mice with human recombinant ApoJ (h-rApoJ).
A) Schematic time line representing the experimental design of the study with the chronic administration 
of rHDL-rApoJ nanodiscs, free rApoJ or saline to APP23 mice. B) Immunodetection of h-ApoJ in the 
intravenously infused plasma samples by Western blot. C) Plasmatic levels of h-ApoJ in treated mice 30 
minutes after the last administration detected by ELISA (N=7/group). D) Levels of h-ApoJ in brain 
homogenates from treated mice detected by ELISA (N=7/group). E) Immunofluorescent detection of h-
ApoJ in paraffin-embedded brain sections. **p<0.01; ***p<0.001.
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3.3. Cerebral Aβ levels and neuronal loss in APP23 mice

Figure 3: Cerebral Aβ levels in 15-month-old APP23 mice chronically treated with saline, rHDL-
rApoJ nanodiscs or free rApoJ A) Cerebral soluble Aβ40 levels, B) cerebral insoluble Aβ40, and C) 
cerebral insoluble Aβ42, detected by ELISA. D) Representative images showing ThS-positive vessels and 
the corresponding quantification in brain sections. E) Representative images showing ThS-positive 
deposits, quantification of the number of ThS-positive deposits and quantification of the mean size of 
those deposits (px2). F) Representative images of anti-Aβ (4G8)-positive deposits in the brain 
parenchyma, quantification of the number of Aβ-positive deposits and quantification of the mean size of 
those deposits (pixels2). N=7/group. *p<0.05; **p<0.01. 

The efficacy of chronic rApoJ-based treatments in APP23 mice was first evaluated in terms of 
cerebral Aβ load. Levels of Aβ40 and Aβ42 in soluble and insoluble fractions of brain 
homogenates were quantified by ELISA after the treatments (Figure 3A-C). The levels of 
soluble Aβ40 were not significantly different among treatment groups, although a trend towards 
a reduction in soluble Aβ40 in free rApoJ-treated mice was observed (p=0.09). Soluble Aβ42

levels were under the detection limit (< 6 pg/ml). Interestingly, we observed lower levels of 
both insoluble Aβ40 and Aβ42 in those animals treated with free rApoJ in comparison with the 
levels in the saline-treated group (Figure 3B-C). However, after the rHDL-rApoJ nanodisc
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treatment, insoluble Aβ40 levels remained unaltered, whereas brains from rHDL-rApoJ-treated 
mice also presented lower insoluble Aβ42 brain levels than brains from the saline-treated group 
(Figure 3B-C). Regarding the cerebral Aβ distribution, brains from mice treated with rHDL-
rApoJ and free rApoJ presented significantly fewer CAA-affected arteries detected by ThS 
staining than those treated with saline (Figure 3D). Although no differences were observed in 
the number of parenchymal Aβ deposits after rApoJ-based treatments (Figure 3E-F), the mean 
size of fibrillar Aβ accumulations (ThS-positive deposits) was reduced in those mice treated 
with free rApoJ (Figure 3E). Finally, the number and size of parenchymal Aβ deposits, as 
shown by specific immunostaining against Aβ, did not statistically differ among groups, 
although a clear tendency towards fewer and smaller deposits after both rApoJ-based treatments 
was observed (Figure 3F). 

Figure 4: Neuronal loss in 15-month-old APP23 mice chronically treated with saline, rHDL-rApoJ 
nanodiscs or free rApoJ compared to that in aged-matched wt mice. A) Representative images of 
NeuN-positive cells in the CA1 region and poDG of the hippocampus in APP23-treated mice and wt 
mice. B) Quanification of NeuN-positive cells per mm2 in the different studied regions (cortex, CA1, 
CA2/CA3 and poDG). Abreviations: Ctx: Cortex; poDG: polimorphic layers of the dentate gyrus. 
N=7/group. *p<0.05.

Neuronal loss is one of the neuropathological hallmarks in AD [38], and the APP23 mouse 
model has been described to show neuronal loss in the CA1 region of the hippocampus and in 
the polymorphic layers of the dentate gyrus (poDG) beginning at 12 month of age [36]. Thus, 
we measured the effect of rHDL-rApoJ and free rApoJ treatments on neurodegeneration in the 
cortex and hippocampus trough NeuN immunostaining. In comparison with age-matched wild-
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type (wt) mice, 15-month-old APP23 mice exhibited neuronal reduction in the CA1 and poDG 
(Figure 4B). Importantly, treatment with rHDL-rApoJ prevented the neuronal loss in the poDG, 
whereas treatment with free rApoJ was able to ameliorate the neuronal loss in both the CA1 and 
poDG (Figure 4). 

3.4. Effect on Aβ production and clearance 

Figure 5: Effect of rHDL-rApoJ nanodiscs or free rApoJ treatment on circulating Aβ levels A) CSF 
levels of Aβ40 detected by ELISA. B) Plasmatic Aβ40 levels detected by ELISA. C) Expression of Aβ-
transporting receptors (LRP-1 and RAGE) determined by Western blot. N=5-7 group*p<0.05; **p<0.01.  

To describe the underlying mechanism explaining the reduction in insoluble Aβ and the 

mitigation of neuronal loss after ApoJ-based treatments, we first explored some of the classical 
clearance mechanisms of cerebral Aβ. Because the increase in fibrillary Aβ in the brain is

specifically associated with low Aβ species in the CSF of AD and CAA patients [39, 40], we 
analyzed the Aβ levels in the CSF 30 minutes after the last treatment administration in APP23
mice. We observed a significant increase in CSF Aβ40 levels in those mice treated with free 
rApoJ compared to the levels in the rest of the groups (Figure 5A). On the other hand, because 
the clearance across the BBB through specific receptors is one of the major Aβ elimination 

pathways [10], we measured the Aβ40 levels in the plasma; however, no differences were 
detected among the groups 30 minutes after the last infusion (Figure 5B). Circulating levels of 
Aβ42 were undetectable in APP23 mice in all cases. In addition, we explored the expression of 
different brain receptors previously described to mediate the transport of Aβ across the BBB 

[10]. The expression of neither LRP-1 nor RAGE changed among groups (Figure 5C). On the 



Peripheral administration of human recombinant ApoJ/Clusterin in APP23 mice prevents cerebral  β-amyloid 
accumulation and enhances the expression of phagocytic markers in microglial cells

 

 
 
other hand, we determined that the lower levels of insoluble Aβ in the brain obtained after 
peripheral rApoJ treatment could not be explained by altered APP transgene expression or the 
Aβ peptide production process. In this regard, we confirmed that the expression of APP was 

unaltered in the brains of mice that received the different treatments. The products of APP 
processing, mediated by α-secretase, β-secretase and γ-secretase, were also unchanged among 
the groups (Supplemental Figure 1). 

3.5. Inflammatory response
The neuroinflammatory state of the mice that received ApoJ-based treatments was first analyzed 
by exploring the expression levels of specific cellular markers in brain homogenates. In this 
regard, we determined that the presence of the activated astrocytic protein GFAP did not differ 
after treatments (Figure 6A). On the other hand, we detected an increase in the levels of the 
CD68 lysosomal marker in the brains of mice treated with free ApoJ, whereas the expression of 
the resident microglial marker Iba-1 was not significantly different among groups (Figure 6B). 
The location of CD68 expression was determined by immunofluorescence with double-staining 
with anti-CD68 and anti-Aβ (4G8) antibodies. The CD68 signal was observed in the periphery 
of parenchymal Aβ-positive deposits, showing higher expression levels in those mice treated 
with free rApoJ (Figure 6C). Furthermore, double-staining of CD68 with tomato lectin (TL) 
confirmed the presence of this lysosomal marker in microglial cells [37]. Thus, CD68 staining 
was observed in TL-positive cells surrounding Aβ deposits (Figure 6D), suggesting that the 

increase in CD68 expression is a result of the upregulation of a phagocytic phenotype in innate 
immune cells around Aβ parenchymal accumulations. On the other hand, TREM-2 is also 
expressed in phagocytic cells and has been proposed to play an important role in AD pathology 
[41, 42]. In this context, TREM-2 levels were quantified in APP23 brain homogenates, and a 
significant increase in TREM-2 concentration was detected in free rApoJ treated-mice in 
comparison with the concentration in rHDL-rApoJ nanodisc-treated brains (Figure 6E). 
Moreover, TREM-2 levels positively correlated with CD68 expression (Figure 6F), highlighting 
the possible associations of both markers in the phagocytic mechanism activated in microglia by 
peripheral free rApoJ.  

On the other hand, a multiplexed ELISA was performed to detect the global inflammatory state 
in the brain parenchyma (the complete list of molecules analyzed can be found in Supplemental 
Table 1). Despite the phagocytic phenotype in microglial cells found after the free rApoJ 
treatment, we did not observe an increase in the levels of prevalent brain cytokines or 
inflammatory molecules. In fact, we detected reduced levels of inteleukin-4 (IL4), interleukin 
17 (IL17) and KC (mouse homologue of CXCL1) in the brains of those mice treated with 
rApoJ. Additionally, the brains from rHDL-rApoJ-treated mice also presented reduced levels of 
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macrophage inflammatory protein (MIP-1α) compared to the brains from saline-treated mice 
(Table 1). 

Figure 6: Levels of astrocytic and microglial markers in APP23 mice chronically treated with saline,  rHDL-
rApoJ nanodiscs or free rApoJ A) Expression of reactive astrocyte marker GFAP in APP23-brain homogenates 
after treatments. B) Expression of microglial markers (CD68 and Iba-1) in APP23-brain homogenates after 
treatments. N=7/group. C) Representative immunofluorescence images showing the localization of CD68 around 
anti-Aβ (4G8) positive deposits in brain slices of APP23-treated mice. D) Representative immunofluorescence 
images showing the localization of CD68 with Tomato Lectin (TL, as microglial marker) positive cells in brain slices 
of APP23-treated mice. E) Levels of TREM-2 in brain homogenates detected by ELISA. F) Correlation of CD68 
levels with the concentration of TREM-2 in brain homogenates of APP23-treated mice. N=7/group *p<0.05.
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Table 1: Effect of rHDL-rApoJ nanodiscs or free rApoJ treatment in brain inflammatory status analyzed 
by multiplexed ELISA. N=4-7/group. *p<0.05, **p<0.01 represent statistically significant differences 
compared to the saline treated-group. $$p<0.01 represents significant differences between rHDL-rApoJ 
and free rApoJ treated-groups. 

4. DISCUSSION 

Despite the high socio-economic impact of AD and CAA, these diseases lack an effective 
disease-modifying therapy. The principal aim of our study was to test the potential protective 
role of ApoJ in an experimental model of AD/CAA. To this end, we first considered the need to 
evaluate the effect of progressive Aβ deposition on cerebral endogenous mouse ApoJ levels. 

Indeed, we confirmed that, in the APP23 mouse model, the accumulation of both insoluble Aβ40

and Aβ42 was accompanied by an increase in m-ApoJ expression in the brain. This increase in 
ApoJ has also been described in AD and CAA patients [43, 44], indicating the suitability of the 
APP23 mouse model for the study of the molecular mechanisms implicated in cerebral β-
amyloidosis. Currently, whether this increase in the brain promotes or prevents Aβ 

Inflammatory 
Markers (pg/mg) Saline rHDL-rApoJ Free rApoJ p value 

FGF-Basic 984.4±154.6 895.6±113.3 560.2±151.4 p=0.108 

IL-1β 85.28±12.17 50.86±3.75 72.91±11.43 p=0.080 

IL2 151.0±13.09 116.7±14.22 125.2±14.49 p=0.222 

IL4 161.0±24.05 105.3±9.68 85.42±19.02* p=0.043 

IL5 141.7±26.35 130.61±27.54 148.0±21.31 p=0.893 

IL6 203.1±22.15 177.7±28.82 176.3±19.5 p=0.656 

IL13 21.31±3.40 17.68±2.34 12.63±3.22 p=0.171 

IL17 20.01±2.33 13.9±1.37* 10.23±1.08** p=0.004 

IFN-γ 127.8±15.53 89.81±13.28 94.08±10.68 p=0.123 

IP10 54.4±4.34 44.48±5.11 46.71±5.05 p=0.330 

KC 1558±115.5 1206±112.0* 1043±104.6** p=0.012 

MIG 81.65±8.21 57.81±6.91 61.48±8.72 p=0.090 

TNF-α 127.2±13.46 125.2±9.43 144.7±17.79 p=0.620 

VEGF 17.67±2.36 14.27±2.35 10.72±1.22 p=0.080 

MCP-1 36.1±3.93 24.31±2.84 28.19±3.12 p=0.060 

MIP 102.3±38.01 30.85±17.39** 103.4±30.02$$ p=0.002 
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accumulation and toxicity is unclear. Nevertheless, the elevated circulating levels of plasma 
ApoJ observed in AD patients has been proposed to be a protective response against pathologic 
Aβ deposition [26]. To test this hypothesis, we treated 14-month-old (middle-age) APP23 mice 
with human recombinant ApoJ (rApoJ), when mouse ApoJ levels elevation is not yet 
significant. This approach allowed us to study the effect of an early increase in peripheral ApoJ 
on Aβ deposition, neuronal loss and neuroinflammation. Indeed, we promoted an elevation in
circulating levels of ApoJ in mice following two different strategies: intravenous administration 
of free rApoJ and rHDL-rApoJ nanodiscs. Several studies support the relevance of cholesterol 
and HDL metabolism in AD [45], and we previously observed a greater ability of rHDL-rApoJ 
nanodiscs than of free rApoJ to promote the efflux of cholesterol esters in vitro [31]. Therefore, 
we considered that the peripheral administration of rHDL-rApoJ could shed light on the effect 
of lipidation in the functionality of ApoJ in cerebral β-amyloidosis. 

After one month of chronic administration of rApoJ-based treatments, we confirmed the 
presence of h-rApoJ in the plasma. However, we were not able to detect the human protein in 
mouse brains 30 minutes after the last administration in any case. ApoJ has been previously 
described to be able to cross the BBB [46]. Based on this, we expected that the infused rApoJ 
would enter the brain parenchyma; however, the human protein was only detected by 
immunofluorescence in the luminal side of occasional leptomeningeal vessels in both ApoJ-
based treatment groups. In fact, we previously observed specific vascular accumulation of 
rHDL-rApoJ nanodiscs in very old (28 month) APP23 mice [31]. After the corresponding 
peripheral chronic treatment in transgenic mice, the cerebral Aβ load was evaluated. Free 

rApoJ-treated mice showed a significant prevention of both insoluble Aβ40 and Aβ42

accumulation in comparison with the saline-treated group. In contrast, treatment with rHDL-
rApoJ nanodiscs resulted in the prevention of insoluble Aβ42 accumulation. When we analyzed 
the distribution of Aβ, we observed a reduced number of CAA-affected vessels in both rApoJ-
based treatment groups. This result was in accordance with a previously published study [29],
where authors described a marked exacerbation of CAA in APP/PS1/Clu-/- mutant mice. 
However, this same report showed a clear reduction in parenchymal Aβ accumulation and total 

Aβ in APP/PS1 mice lacking Clu [29]. In this regard, our results obtained after the infusion of 
human rApoJ in APP23 mice are in opposition to the effect observed by Wojtas et al., since we 
observed a significant reduction in total insoluble Aβ accompained by a decrease in the size of 
the fibrilar Aβ deposits. In addition, intravenous infusion of free ApoJ induced an increase in
Aβ levels in the CSF, which might be considered to be an indicator of Aβ mobilization from the 
brain parenchyma. Therefore, no obvious conclusions can be drawn from experiments 
promotiong the elevation or lack of ApoJ in APP transgenic models. Indeed, results from other 
studies further complicate the issue; for example, deletion of both ApoE and Clu in the PDAPP 
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mouse model (PDAPP/ApoE-/-/Clu-/-) was described to result in earlier onset and markedly 
increased Aβ deposition, whereas the individual deficiency of ApoE or Clu alone led to lower 
levels of fibrillary deposits [17]. Alternatively, in agreement with our study, intraventricular 
administration of an ApoJ mimetic peptide was recently proposed to promote the amelioration 
of both parenchymal and vascular Aβ accumulation and improve cognitive function in the 
Tg6799 mouse model [47]. At this juncture, the role of ApoJ in Aβ-associated pathologies 
seems consistent, although whether its implication is beneficial or detrimental referring to 
parenchymal Aβ deposition still needs further investigation. In fact, the role of apolipoproteins 

in cerebral β-amyloidosis is characterized by its high complexity, and the unclear participation 
of ApoE in such pathologies is a good example of this. Although APOE is the strongest genetic 
risk for developing sporadic AD and CAA [15, 16], the mechanism underlying the modulation 
of Aβ deposition is still an enigma [18]. Several efforts have been made to unravel the complex 
puzzle of the role of ApoE in cerebral β-amyloidosis, although there is no consensus whether 
the modulation of ApoE levels might be a promising treatment option for AD to date. In this 
context, lack of murine ApoE in cerebral β-amyloidosis mouse models resulted in a significant 
delay in Aβ deposition [48]. In contrast, expression of human APOE culminated in the 
prevention of Aβ accumulation [7], although this effect was dependent on the expressed APOE
isoform [49]. On the other hand, intravenous chronic administration of an ApoE mimetic 
peptide in APP/PS1 mice generated a reduction in Aβ deposits and amelioration of cognitive 
deficits [50]. Moreover, intravenous chronic administration of human ApoE3 formulated in 
rHDL nanodiscs resulted in a reduction in Aβ accumulation and a rescue of cognitive 

impairment in the aging mouse model SAMP8 [51]. Thus, as with the role of ApoE, the role of 
ApoJ in the deposition of Aβ is complex and seems to be dependent on the origin of ApoJ 
(mouse or human) and the distribution of the apolipoprotein in the brain parenchyma, 
cerebrovasculature and periphery.

Another beneficial effect of chronic IV treatment with free rApoJ in APP23 mice was the 
prevention of neuronal loss in the CA1 and poDG areas of the hippocampus. Free rApoJ was 
more effective than rHDL-rApoJ nanodiscs, as the treatment with rHDL-rApoJ was only able to 
prevent neurodegeneration in the poDG of the hippocampus. Due to the high correlation 
between Aβ deposits and neurodegeneration [52], the reduced Aβ levels observed in free rApoJ-
treated mice may explain the amelioration of neuronal death. Once again, as with the effect on 
Aβ load after treatments, rHDL-rApoJ was less effective than treatment with the free protein, 
suggesting that the structural modification in ApoJ due to its lipidation alters its ability to 
activate protective pathways within the brain. Then, the effect of the infusion rHDL-rApoJ 
would be mainly confined to its beneficial role in attenuating CAA.   
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The inflammatory state of mouse brains after ApoJ-based treatments was also determined. 
Treatment with free rApoJ or rHDL-ApoJ did not induce changes in the expression of the 
reactive astrocytic marker (GFAP). Likewise, the expression of microglial marker Iba-1 was not 
altered among groups, but a significant increase in the expression of brain CD68 in free rApoJ-
treated mice was observed. CD68 was localized surrounding Aβ parenchymal deposits in cells 

positive for the TL, which stains microglial cells among other innate immune cells [37, 53]. In 
this context, CD68 is a lysosomal protein that has been widely used as a marker of activated 
microglia [54]. Accordingly, ApoJ has been described to activate microglia both under in vitro
and in vivo conditions [55]. 

Microglia have been extensively demonstrated to participate in Aβ elimination through 

phagocytosis, and the stimulation of the immune response in the CNS ameliorates Aβ 

deposition [56, 57]. Therefore, on one hand, promoting the phagocytic ability of microglia could 
be a potential strategy to prevent cerebral Aβ deposition. However, the exact role of microglia 

in cerebral β-amyloidosis is under discussion, since cultured microglia have been described to 
produce high levels of neurotoxic cytokines in response to Aβ stimulation [58] and elimination 
of microglia results in a reduction in neuronal loss in vivo [59]. On the other hand, TREM2 is a 
receptor known to be expressed in innate immune cells implicated in phagocytosis mechanisms 
[41]. Genetic variations in TREM2 have been identified as a strong risk factor for developing 
AD [41]. In addition, ApoJ/Aβ complexes have been shown to be able to be phagocyted by 
microglia in a TREM2-dependent manner [60]. Hence, we examined whether an increase in 
ApoJ levels could modify the expression of brain TREM2 in our model. We observed higher 
TREM2 levels in the brains of free ApoJ-treated mice and a positive correlation between 
TREM2 and CD68 expression, proposing a linked mechanism between these two phagocytic 
markers. Indeed, overexpression of TREM2 in cerebral β-amyloidosis mouse models prevented 
cerebral Aβ deposition [42, 61]. On the other hand, although TREM2 has been assumed to be 
expressed in microglia [60], recent evidence suggests that TREM2 in the human brain is 
expressed by infiltrated peripheral monocytes [62]. In fact, the importance of bone marrow-
derived macrophages in Aβ elimination is acquiring increasing interest [63]. In this context, in 
our study, we were not able to discriminate between microglia and bone marrow-derived 
macrophages; thus, we cannot rule out the peripheral origin of phagocytic cells enhanced by 
peripheral rApoJ. 

To test if the stimulation of phagocytic pathways in microglia was accompanied by an increased 
release of inflammatory molecules, we analyzed the overall inflammatory state of brains after 
treatments. In fact, lower neuroinflammation was observed in brains from rApoJ-treated mice 
than in saline treated-APP23 mouse brains, as detected by the reduced expression of IL4, IL17, 
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and KC (mouse homologue of CXCL1) in both free rApoJ- and rHDL-rApoJ-treated mice. In 
this context, higher expression of IL17 has been related to BBB disruption and neurotoxicity 
[64, 65], and the KC chemokine has been related to granulocyte adhesion to brain capillaries 
[66, 67]. On the other hand, IL4 has been described as an anti-inflammatory cytokine that seems 
to play a compensatory role in cerebral β-amyloidosis pathology, although its brain regulation is 
still under debate [68, 69]. These results are in agreement with previous studies that 
demonstrated anti-inflammatory and anti-apoptotic properties of ApoJ/clusterin [70]. The fact 
that increased levels of circulating ApoJ leads to beneficial effects in the brain is also in 
accordance with growing evidence supporting the direct impact of peripheral metabolic and 
inflammatory alterations in brain homeostasis and neurodegenerative diseases [71–73]. 

5. CONCLUSIONS

In summary, an early increase in circulating rApoJ levels in APP23 mice induced a significant 
prevention of CAA and cerebral Aβ deposition, especially affecting the insoluble pool of both 
Aβ40 and Aβ42. Chronic administration of ApoJ-based treatments did not alter APP expression 
or its processing. Likewise, no differences were observed in the expression of classical Aβ 

receptors at the BBB. Thus, we suggest that peripheral rApoJ promotes the amelioration of 
cerebral β-amyloidosis by an upregulation of specific phagocytic pathways in microglial cells 
without promoting a release of neurotoxic molecules. Nevertheless, the precise molecular 
mechanism activated by peripheral ApoJ that mediate the stimulation of the phagocytic 
phenotype in microglia needs to be elucidated in future studies. 
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6. LIST OF ABREVIATIONS 

Aβ: Amyloid-β; AD: Alzheimer´s Disease; ApoE: Apolipoprotein E; ApoJ: Apolipoprotein J; APP:
Amyloid Precursor Protein; BBB: Blood Brain Barrier; BCA: Biocinchoninic Acid Assay; CA: Cornu 
Ammonis; CAA: Cerebral Amyloid Angiopathy; CHOL: Cholesterol; CD68: Cluster of differentiation 
68; CLU: Clusterin (Also known as ApoJ); CSF: Cerebroespinal Fluid ; CTF-APP: C-Terminal Fraction 
of Amyloid Precursor Protein; DAPI: 4´6-Diamino-2-phenylindole); DMPC: 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine; EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid; ELISA: Enzyme-Linked Inmunosorbent 
Assay; FBF-Basic: Basic Fibroblast Growth Factor; FBS: Fetal Bovine Serum; GADPH:
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein; GM-CSF:
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor; GWAS: Genome Wide Association Study; h-
ApoJ: Human ApoJ; HEK-293T: Human Embryonic Kidney cells-293T; HDL: High Density 
Lipoprotein; HRP: Horseradish Perioxidase; Iba-1: Ionized calcium Binding Adaptor-1; ICH:
Intracerebral Hemorrhage; IDE: Insulin Degrading Enzyme; IFN-γ: Interferon-γ; IHC:
Inmunohistochemistry; IL: Interleukin; IP-10: Interferon-γ induced Protein-10; IV: Intravenous; KC:
Keratinocyte Chemoattractant; LRP-1: Lipoprotein Receptor Protein-1; LRP-2: Lipoprotein Receptor 
Protein-2; m-ApoJ: Mouse endogenous ApoJ; MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1; MIG:
Monokine Induced by Interferon-γ; MIP-1α: Macrophage Inflammatory Protein-1α; NEP: Neprilysin;
NeuN: Neuron Nuclei; ON: Overnight; poDG: Polymorphic layer of Dentate Gyrus; RAGE: Receptor 
for Advanced Glycation End-products; RT: Room Temperature; rApoJ: Recombinant ApoJ; rHDL:
Reconstituted HDL; rHDL-rApoJ: Reconstituted HDLs formulated with recombinant ApoJ; sAPPα:
Soluble fraction of Amyloid Precursor Protein-α; sAPPβ: Soluble fraction of Amyloid Precursor Protein-
β; SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis; TBS: Tris Buffer Saline;
ThS: Thioflavin S; TL: Tomato Lectin; TNF-α: Tumor Necrosis Factor-α; TREM-2: Triggering 
Receptor Expressed Myeloid cells-2; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; Wt: Wild type. 
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9. SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Supplemental Figure 1: Effect of rHDL-rApoJ or free rApoJ treatment in the expression of full-
length APP protein and the processing of APP through α-, β- and γ secretases. A) Representative 
Western Blots showing the relative amount of full-length APP, sAPPα, sAPPβ and CTF-APP. Relative 
quantification of B) full-length APP; C sAPPα; D) sAPPβ; and E) CTF-APP levels after treatments. 
N=6/group. 

Supplementary Table 1: List of abbreviation of tested inflammatory molecules by multiplexed ELISA.  

Target protein Abbreviation Detection 
in brain 

Basic Fibroblast Growth Factor FBF-Basic Yes 
Interleukin-1β IL-1β Yes 
Interleukin-10 IL-10 No 
Interleukin-13 IL-13 Yes 
Interleukin-6 IL-6 Yes 

Interleukin-12 IL-12 No 
Interleukin-17 IL-17 Yes 

Macrophage Inflammatory Protein-1α MIP-1α Yes 
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor GM-CSF No 

Monocyte chemoattractant Protein-1 MCP-1 Yes 
Interleukin 5 IL-5 Yes 

Vascular Endothelial Growth Factor VEGF Yes 
Interleukin-1α IL-1α No 

Interferon-γ IFN-γ Yes 
Tumor Necrosis Factor-α TNF-α Yes 

Interleukin-2 IL2 Yes 
Interferon-γ Induced Protein-10 IP-10 Yes 

Monokine Induced by Gamma-IFN MIG Yes 
Keratinocyte Chemoattractant KC (mouse CXCL1) Yes 

Interleukin-4 IL-4 Yes 
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7. 2-ANEXO 1 
Optimización de la formación de nanodiscos HDL reconstituidos con ApoJ 
recombinante human (nanodiscos rHDL-rApoJ) 



 
 

  



OPTIMIZACIÓN DE LA FORMACIÓN DE NANODISCOS 

HDL RECONSTITUÍDOS CON APOJ RECOMBINANTE 

HUMANA (NANODISCOS rHDL-rApoJ) 

 

1- INTRODUCCIÓN 

Los nanodiscos de HDL reconstituidos (nanodiscos rHDL) son nanopartículas lipo-
proteicas discoidales de escasos nanómetros de diámetro (9-40 nm) y de 
aproximadamente 5 nm de altura1. Su formación se basa en la propiedad única que 
presentan las apolipoproteínas de solubilizar fosfolípidos en forma de 
nanopartículas permitiendo su movimiento en fases acuosas. En este contexto, los 
nanodiscos reconstituidos con ApoA-I, la apolipoproteína mayoritaria en plasma, 
están extensamente estudiados y su formación está detalladamente descrita en la 
bibliografía2. Sin embargo, nanodiscos rHDL con otras apolipoproteínas son poco 
comunes y su formación requiere una optimización previa3,4. En este contexto, 
nuestro objetivo era producir nanodiscos rHDL asociados a ApoJ recombinante 
humana (nanodiscos rHDL-rApoJ).  Bajo nuestro conocimiento, solo existe una 
publicación previa atendiendo a la formación de nanodiscos rHDL asociados a 
ApoJ y en ella no se utilizó ApoJ recombinante5. Por ello, el proceso de producción 
requería ser bien diseñado y optimizado. Con este objetivo, primero se formaron 
nanodiscos rHDL asociados a ApoA-I recombinante (nanodiscos rHDL-rApoA-I), 
como control positivo del buen manejo de la técnica, de acuerdo a los protocolos de 
formación descritos en la bibliografía. Una vez puesto a punto el método de 
preparación de los nanodiscos rHDL-rApoA-I,  dicha metodología fue tomada 
como punto de partida para llevar a cabo la síntesis de nanodiscos  rHDL asociados 
a ApoJ recombinante humana (nanodiscos rHDL-rApoJ). En concreto, se diseñaron 
dos estrategias de formación de rHDL-rApoJ (método de solubilización espontánea y 
método de diálisis con colato). En ambas estrategias se trabajaron a diferentes 
relaciones molares entre los lípidos (1,2-Dimistiril-sn-3-glicero-fosfatidilcolina, 
DMPC) y rApoJ, a diferentes concentración total de lípido y diferentes tiempos de 
incubación.    

 

2- MATERIALES 

Para la producción de nanodiscos HDL reconstituidos asociados a ApoA-I y ApoJ 
se utilizaron proteínas recombinantes humanas producidas en células humanas 
HEK293T (rApoA-I y rApoJ). Las especificaciones para la  producción y 
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purificación de estas proteínas recombinantes están disponible en la bibliografía6. 
En la Tabla 1 se muestran los materiales utilizados para la optimización de la 
formación de nanodiscos rHDL. 

 

Tabla 1: Materiales utilizados para la optimización de la formación de nanodiscos HDL 
reconstituidos. 

PRODUCTO CASA COMERCIAL REFERENCIA 

14:0 DMPC 
(1,2-Dimistiril-sn-3-glicero-

fosfatidilcolina) 

Avanti Polar Lipids 
(Alavaster, AL, EEUU) 850345P 

Colesterol Sigma-Aldrich 
(Sant Louis, MO, EEUU) H6167 

TBS (Tabletas) Sigma Aldrich T5030 
KBr Sigma Aldrich 104905 

Deoxicolato de Sodio Sigma-Aldrich S1827 
Membranas de diálisis 10 KDa 

Snake Skin Dialysis Tubing 
Thermo Fisher 

(Waltham, MA, EEUU) 88243 

Membranas de extrusion Millipore 
(Burlington, MA, EEUU) JHWPO1300 

BCA Thermo Fisher 23225 
 

3- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Formación de nanodiscos rHDL-rApoA-I  mediante el método de 
solubilización espontánea. 

Los nanodiscos rHDL-rApoA-I se sintetizaron mediante el método de solubilización 
espontánea utilizando un protocolo descrito en la bibliografía2. En la Tabla 2 se 
indican los parámetros utilizados para la formación de nanodiscos rHDL-rApoA-I. 
Brevemente, se realizó una mezcla lipídica a partir de soluciones de DMPC y 
Colesterol no esterificado (COL) en cloroformo a una relación molar de 
DMPC/COL de 90:10. Tras la evaporación del cloroformo en el rotavapor, se 
formó un film lipídico que posteriormente se hidrató con 1 ml de tampón salino 
Tris (Tris Buffer Saline, TBS, pH=7.4), dando lugar a la formación espontánea de 
vesículas multilamelares (Multilamellar vesicles, MLV). A continuación, se procedió a la 
extrusión de los MLV a través de membranas de 400 nm con ayuda del extrusor de 
liposomas con el objetivo de homogenizar el tamaño de las MLV. Posteriormente, 
se llevó a cabo el paso de incubación de las MLV con rApoA-I humana para dar 
lugar a la formación espontánea de nanodiscos rHDL-rApoA-I. Para ello, en un vial 
se mezclaron las MLV con rApoA-I a una relación molar de DMPC/COL/rApoA-I 
de 89:10:1 para un volumen final de 1 ml. La concentración de ApoA-I en la 



 
Optimización de la formación de nanodiscos rHDL-rApoJ 

 

 
muestra final fue de 0,3 mg/ml. Esta mezcla se incubó a 24 ºC durante 24 horas 
bajo agitación magnética, permitiendo la solubilización de las MLV por rApoA-I en 
forma de nanodiscos. Este fenómeno de solubilización es posible por la presencia 
de dominios específicos en la estructura de rApoA-I; las cuales son capaces de 
unirse a las colas hidrófobas del fosfolípido (DMPC) que forman las MLV y 
solubilizarlos en forma de nanodiscos7. Tras la incubación, se realizó una etapa de 
centrifugación a 16.000 xg durante 30 minutos a 4ºC con el objetivo de eliminar las 
MLV libres que no interaccionaron con la rApoA-I (Figura 1). 

 

Tabla 2: Parámetros de formación utilizados para la formación de nanodiscos rHDL-rApoA-I. 
 

Muestra 
 

Método 
Relación 

molar 
DMPC:COL 

Extrusión 
(nm) 

Relación molar 
DMPC:COL: rApoA-I 

[rApoA-I]f  
(mg/ml) 

rHDL-
rApoA-I 

Sol. 
espontánea 90:10 400 89:10:1 0.3 

 

 

 

Figura1: Esquema de formación de los nanodiscos rHDL-rApoA-I mediante el método de 
solubilización espontánea.  

 

Tras la formación, los nanodiscos resultantes se caracterizaron en términos de 
tamaño de partícula hidrodinámico mediante técnicas de dispersión dinámica de luz 
(Dynamic Light Scattering, DLS) acoplado a tecnología de retrodispersión no invasiva 
(Malvern Zetasizer, Malverns Istruments, Reino Unido). Por otra parte, la 
morfología y dispersión de los nanodiscos se estudió mediante microscopía 
electrónica de transmisión (Transmission Electron Microscopy, TEM) con tinción 
negativa con acetato de uranilo en un microscopio JEM-1400 (JEOL, Tokio, Japón) 
(Figura 2). El tamaño hidrodinámino de los MLV también se midió mediante DLS, 
confirmando su tamaño homogéneo (Figura 2A). Tal y como se ha descrito 
previamente en bibliografía2, los nanodiscos rHDL-rApoA-I mostraron un tamaño 
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de partícula comprendido entre 13-18 nm de diámetro (Figura 2B). Además, por 
TEM se observó que su morfología era discoidal con una altura de disco de 5 nm. 
Por otra parte, también se observó la distribución apilada que caracteriza a los 
nanodiscos rHDL-rApoA-I, lo cual  demostró la reproducibilidad de resultados 
previamente publicados (Figura 2C). 

Figura 2: Caracterización de los nanodiscos rHDL-rApoA-I por tamaño de partícula y 
TEM. A) Tamaño hidrodinámico de las MLV extruidas a través de filtros de 400 nm, centrado a 
200 nm. B) Dispersión de tamaño hidrodinámico de los nanodiscos rHDL-rApoA-I centrado a 16 
nm. C) Imagen representativa de los nanodiscos rHDL-rApoA-I mediante TEM.  

 

3.2. Formación de nanodiscos rHDL-rApoJ mediante solublización 
espontánea 

En base a los buenos resultados obtenidos en la preparación de  los nanodiscos 
rHDL-rApoA-I mediante la metodología de solubilización espontánea, se decidió tomar 
dicha metodología como  punto de partida para llevar a cabo la formación de 
nanodiscos  rHDL asociados a rApoJ humana (nanodiscos rHDL-rApoJ). En la 
Tabla 3 se resumen  los diferentes parámetros de formación testadas mediante el 
método de solubilización espontánea. El protocolo de formación se realizó siguiendo el 
esquema de la Figura 1. 

Para poder evaluar el efecto de los distintos parámetros estudiados sin que influyera 
la concentración final de rApoJ, los experimentos se diseñaron de tal forma que la 
concentración de rApoJ final en la mezcla fuera del 0.33 mg/ml. Por una parte, se 
partió de una mezcla lipídica de DMPC/COL a la relación molar de 90:10 
(prototipos 1-10). En estos prototipos el tamaño de extrusión de las MLV se 
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mantuvo en 400 nm. Por otra parte, se testaron diferentes relaciones molares 
DMPC/COL/rApoJ. Los ratios lípido:proteína se han descrito anteriormente como 
un parámetro crítico para la correcta formación de los nanodiscos1. Además, para 
cada relación molar, se estudió el efecto del  tiempo de incubación (24 y 48 horas) a 
24 ºC, con el objetivo de estudiar si más tiempo de interacción entre el lípido y la 
proteína conducía a un mayor rendimiento en la producción de los nanodiscos. 

 

Tabla 3: Parámetros de formación estudiados para la formación de nanodiscos rHDL-rApoJ 
mediante el método de solubilización espontánea. 

Prototipo 
Relación 

molar 
DMPC:COL 

Extrusión 
(nm) 

Relación 
molar 

DMPC:COL: 
rApoJ 

Tiempo de 
incubación 

(horas) 

[rApoJ]f  
(mg/ml) 

1 90:10 400 860:100:40 24 0.33 
2 90:10 400 860:100:40 48 0.33 
3 90:10 400 880:100:20 24 0.33 
4 90:10 400 880:100:20 48 0.33 
5 90:10 400 890:100:10 24 0.33 
6 90:10 400 890:100:10 48 0.33 
7 90:10 400 895:100:5 24 0.33 
8 90:10 400 895:100:5 48 0.33 
9 90:10 400 898:100:2 24 0.33 
10 90:10 400 898:100:2 48 0.33 
11 100:0 400 890:100:10 24 0.33 
12 90:10 100 890:100:10 24 0.33 

 

Por otra parte, en el prototipo 11 se evaluó el efecto de la presencia o no de 
colesterol en la mezcla lipídica a una relación molar de DMPC:COL:ApoJ  de 
890:100:10 y extruyendo la muestra de MLV con una membrana de 400 nm. 
Asimismo, en el prototipo 12, se testó el efecto de una extrusión de las vesículas 
MLV preformados a través de una membrana con un tamaño de poro menor de 100 
nm, ya que basados en publicaciones anteriores, se pensó que unas vesículas de 
menor tamaño podrían facilitar la solubilización del liposoma por parte de la 
apolipoproteína8. Todos los prototipos fueron centrifugados a 16000 xg durante 30 
minutos a 4ºC para eliminar los lípidos que no interaccionaron con la 
apolipoproteína.  

Los sobrenadantes fruto de la centrifugación se caracterizaron por tamaño de 
partícula mediante  DLS y TEM. En la Tabla 4 se muestran los tamaños de partícula 
hidrodinámicos de los nanodiscos expresados en % volumen obtenidos de los 
prototipos 1-12, la concentración final de rApoJ medida por BCA y el rendimiento 
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de recuperación de rApoJ en el sobrenadante de la muestra final. Por otra parte, a 
modo de control negativo (C-), la rApoJ se sometió al mismo procedimiento de 
solubilización espontanea utilizado para la formación de nanodiscos, pero en ausencia de 
DMPC y COL en la muestra. Esta muestra también se caracterizó en términos de 
tamaño hidrodinámico y TEM (Tabla 4, rApoJ libre (C-)). Por otra parte, imágenes 
representativas obtenidas por TEM de algunos de los prototipos estudiados se 
muestran en la Figura 3. 

 

Tabla 4: Caracterización de los distintos prototipos de nanodiscos rHDL-rApoJ mediante el 
método de solubilización espontánea.  

Prototipo Diámetro de partícula 
(nm)a 

[rApoJ]f  
(mg/ml)b Rendimiento (%)c 

1 17.04±7.42 0.252 76.30 
2 17.07±2.94 0.184 55.75 
3 18.33±4.61 0.201 60.90 
4 17.20±3.29 0.026 7.80 
5 17.06±3.25 0.163 49.39 
6 18.48±3.56 0.219 66.36 
7 18.25±7.42 0.194 58.18 
8 26.56±7.86 0.239 72.74 
9 29.29±3.50 0.189 57.27 
10 35.5±10.00 0.223 67.57 
11 17.56±3.50 0.167 50.60 
12 18.37±6.24 0.203 61.51 

rApoJ libre (C-) 17.70±4.30 - - 

a) Tamaño medio de partícula y desviación estándar expresado en % en volumen. b) 
Concentración de rApoJ en la muestra final medido por BCA. c) Rendimiento de la formación, 
medido como % de ApoJ recuperado en la muestra final. 
 

Tal y como se puede observar en los resultados de la Tabla 4, todos los prototipos 
de rHDL-rApoJ  obtenidos mostraron un tamaño medio de partícula uniforme 
comprendido entre 17 y 35 nm. Dichos tamaños están en acuerdo con los 
observados en otros nanodiscos formados con distintas apolipoproteinas1,2. 
Además, se observó que el tiempo de incubación, la ausencia de colesterol y el 
tamaño de extrusión de MLV  aparentemente no afectaba  el tamaño de partícula, 
mientras que se observó que  el aumento de la relación molar DMPC/rApoJ 
generaba un incremento en el tamaño hidrodinámico.  

Por otro lado, todas las muestras formadas mediante la mezcla de lípidos y la rApoJ 
(Prototipos 1-12) fueron observadas por microscopia TEM con tinción negativa 
(acetato de uranilo). En base a las imágenes de la Figura 3 A-D, se observa que los 
prototipos 1, 3, 5 y 7 son poco uniformes, estando formados por escasos 
nanodiscos dispuestos de perfil y algunos liposomas aislados.   
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Figura 3: Imágenes representativas mediante TEM de muestras de los distintos prototipos 
de nanodiscos rHDL-rApoJ realizados mediante solubilización espontánea y rApoJ libre 
descritos en la Tabla 4 (Las flechas en negro (←) indican la presencia de nanodiscos; el asterisco 
(*) indica liposomas presentes en la muestra. 

 

Por otra parte,  en los prototipos 9 y 10 no se detectó ningún nanodisco, pese a que 
dicha muestra era rica en liposomas de pequeño tamaño. Este hecho nos llevó a 
pensar que una elevada concentración de lípidos presente en la muestra  da lugar a la 
formación espontánea de liposomas de diferentes tamaños, lo cual puede dificultar 
de alguna manera su auto-ensamblaje con la apolipoproteina rApoJ (Figura 3E). 

Asimismo, también se observó  que el control negativo de rApoJ libre (C-) en 
ausencia de lípidos presentaba un  tamaño medio de partícula muy similar (≈17 nm) 
al observado en los nanodiscos rHDL-rApoJ (Tabla 4), lo cual nos  llevó a pensar 
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que rApoJ en disolución se reorganizaba en forma de agregados. Esta hipótesis 
quedo confirmada mediante su observación por TEM, donde se detectaron grandes 
y pequeños agregados de proteína con una morfología irregular (ver Figura 2F). En 
esta muestra, no se observó en ningún caso la presencia de nanodiscos. En este 
contexto, rApoJ es una proteína que funciona como una chaperona natural y es muy 
propensa a formar agregados de elevado peso molecular9 que pueden ser detectables 
mediante DLS.  

Así, en base a los resultados de tamaño de partícula y microscopía electrónica, se 
dedujo que mediante el método de solubilización espontánea es posible la formación de 
nanodiscos rHDL-rApoJ (Figura 3A-D). Sin embargo, se detectaron escasos 
nanodiscos por microscopía, la muestra mostró gran heterogeneidad y el tamaño 
hidrodinámico de los nanodiscos rHDL-rApoJ no pudo distinguirse de la proteína 
libre. Por tanto, en este estudio se concluyó que el método de solubilización espontánea 
no permite la formación de nanodiscos rHDL-rApoJ con los rendimientos 
aceptables para cumplir nuestros objetivos. 

Los diferentes rendimientos observados entre rApoA-I y rApoJ formando 
nanodiscos rHDL, pueden ser fácilmente explicados por las diferencias estructurales 
existentes entre ambas apolipoproteínas. Mientras que la estructura de ApoA-I es 
muy eficaz mediando la solubilización de bicapas lipídicas, debido a que es la 
principal encargada de la biogénesis de HDL in vivo10, ApoJ es un proteína 
multifuncional que interactúa en un amplio abanico de procesos biológicos11,12. Por 
lo tanto, la capacidad de solubilizar directamente MLV puede ser menor que la de 
ApoA-I, dando lugar a rendimientos más pobres a la hora de obtener nanodiscos 
rHDL mediante el método de solubilización espontánea. 

Sin embargo,  ApoJ es una proteína con regiones parcialmente desordenadas (molten-
globule regions) que tienen la capacidad para formar hélices-α anfifílicas. Estas 
características estructurales han sido muy relacionadas con la capacidad de unirse a 
fosfolípidos en estructuras lipoprotéicas13. Además, se ha descrito la capacidad de 
ApoJ de formar HDLs in vivo14. Así, consideramos que bajo otras condiciones y 
metodología de preparación se podría incrementar el rendimiento de formación de 
nanodiscos rHDL-rApoJ. En este contexto, se decidió abordar la formación de 
nanodiscos rHDL-rApoJ mediante otra estrategia denominada diálisis con colato. 

3.3. Formación de nanodiscos rHDL-rApoJ mediante el método de diálisis 
con colato 

Los parámetros de preparación de los nanodiscos de rHDL-rApoJ mediante el 
método de diálisis con colato se basaron en un trabajo previamente publicado por 
Zeno et al, 201515 con algunas modificaciones. Así, el procedimiento comenzó con 
la generación de una mezcla lipídica basada en soluciones de DMPC y COL en 
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cloroformo a una relación molar 5:1. Tras la evaporación del cloroformo en el 
rotavapor, el film lipídico resultante se hidrató con una solución de TBS 
suplementado con 40 mM de deoxicolato de sodio (Colato) para dar lugar a la 
formación de micelas mixtas de DMPC, COL y el detergente colato. El deoxicolato 
de sodio es un detergente derivado del colesterol que es capaz de solubilizar los 
fosfolípidos formando micelas mixtas. Para la correcta formación de estas micelas 
mixtas, la solución se incubó durante 30 minutos a 37 ºC bajo agitación. 
Posteriormente, se añadió la rApoJ sobre las micelas mixtas a una relación molar 
DMPC/COL/rApoJ de 550:150:1. Esta mezcla fue sometida a 3 ciclos de 
incubación de 20 minutos alternando temperaturas de 4 y 37ºC en agitación para 
favorecer la interacción de la proteína con los fosfolípidos. Finalmente, la muestra se 
dializó extensamente con TBS (pH=7.4) durante 48 horas a 4ºC intercalando dos 
cambios de medio. El esquema de las condiciones utilizadas se puede ver en la 
Figura 4 y en la Tabla 5. 

 

Figura 4: Esquema de formación de los nanodiscos rHDL-rApoJ formados mediante el 
método de diálisis con colato. Imagen adaptada de Fernández-de-Retana et al, 201716. 

 

Tabla 5: Condiciones utilizadas para la formación de nanodiscos rHDL-rApoJ mediante el método 
de diálisis con colato. 

Muestra Método Relación molar 
DMPC:COL 

Relación molar 
DMPC:COL:rApoJ 

[rApoJ]f 
(mg/ml) 

Nanodisco 
rHDL-rApoJ 

Diálisis 
colato 5:1 550:150:1 0.415 
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3.4. Purificación de nanodiscos rHDL-rApoJ mediante ultracentrifugación en 
gradiente de KBr y caracterización de la muestra 

Los nanodiscos se midieron mediante DLS una vez terminado el procedimiento de 
preparación. Así, se observó que mediante el método de diálisis con colato, se obtenían 
dos poblaciones centradas a 26 y 75 nm. Estos resultados indican que este método 
permite desplazar la señal que se observaba con la proteína rApoJ no lipidada (≈17 
nm). No obstante, pese a que el cambio de tamaño indicó la presencia de 
nanopartículas, para que la caracterización de los nanodiscos rHDL-rApoJ formados 
por el método de diálisis con colato, no se viera afectada por la presencia de proteína 
rApoJ no lipidada, los nanodiscos resultantes se purificaron por ultracentrifugación 
en gradiente de densidad de bromuro de potasio (KBr). Esta técnica es 
rutinariamente utilizada para la separación de lipoproteínas de diferente densidad17. 
Así, debido a que los nanodiscos tienen una densidad menor (<1250 mg/ml) que la 
proteína libre (>1300 mg/ml), un corte de densidad a 1250 mg/ml permitió separar 
exitosamente los nanodiscos rHDL-rApoJ de la proteína rApoJ libre y de los MLV 
no asociados a la rApoJ. Así, una vez purificados los nanodiscos, éstos fueron 
caracterizados en términos de tamaño de partícula por DLS y morfología  por 
microscopia TEM (Figura 5).  

La muestras de rHDL-rApoJ fueron analizadas por DLS, observándose que la 
muestra está formada por dos poblaciones de partículas con tamaños medios de 
partícula centrados en 32 nm y 68 nm (Figura 5A). Por otra parte, el TEM nos 
permitió  confirmar la morfología discoidal de dichas partículas (Figura 5B). 
Asimismo, la muestra resultante mostró un aspecto muy homogéneo  y una mayor 
densidad de nanodiscos en comparación a las escasas poblaciones obtenidas 
mediante el método de solubilización espontánea. Asimismo, por TEM también se pudo 
observar las dos poblaciones de diferentes tamaños de nanodiscos de rHDL-rApoJ,   
de 30 nm (C1) y de 68 nm (C2), que fueron detectadas por DLS. Por último, por 
TEM se determinó que los nanodiscos tenían una altura de 5 nm. Estos resultados 
están actualmente publicados como parte del Artículo 216. 

En resumen, se concluye que el método de diálisis con colato permite la formación de 
nanodiscos rHDL-rApoJ a una relación molar de DMPC:COL:rApoJ  de 550:150:1. 
Dichas muestras están formadas por dos poblaciones de nanodiscos con tamaños 
medios de  32 nm y 68 nm de diámetro, y 5 nm de alto. El método de formación 
seleccionado mostró gran reproducibilidad. Por último, la purificación mediante 
ultracentrifugación en gradiente de KBr permitió eliminar exitosamente la proteína 
rApoJ no lipidada de la muestra final. El protocolo aquí descrito fue el utilizado 
durante los experimentos de esta tesis doctoral para la formación y caracterización 
de nanodiscos rHDL-rApoJ. 
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Figura 5: Caracterización de los nanodiscos rHDL-rApoJ formados mediante el método de 
diálisis con colato. A) Distribución de tamaños de partícula  de los nanodiscos rHDL-rApoJ 
purificados, donde se puede distinguir dos poblaciones de nanodiscos con un tamaño medio de 
partícula32 y 68 nm. B) Imágenes de representativa TEM de la dos poblaciones de nanodiscos de 
rHDL-rApoJ  (30 nm (C1) y 68 nm (C2)).y de su  morfología discoidal.). Imagen adaptada de 
Fernández-de-Retana et al, 201716. 

 

4- ABREVIACIONES 

ApoA-I: Apolipoproteína A-I; ApoJ: Apolipoproteína J (también conocida como 
clusterin); COL: Colesterol; Colato: Deoxicolato de sodio; DLS: Dispersión Dinámica de 
Luz (Dynamic Light Scattering); DMPC: 1,2-dimistoil-sn-3-glicero-fosfatidilcolina; Ensayo 
BCA: Ensayo de ácido bicinconínico (BCA assay); HDL: Lipoproteína de Alta Densidad 
(High Density Lipoprotein); KBr: Bromuro de potasio; MLV: Vesículas Multilamelares 
(Multilamellar Vesicles); rHDL: HDL reconstituida (reconstituted HDL); TBS: Tampón Salino 
Tris (Tris Buffer Saline); TEM: microscopio electrónico de transmisión (Transmission Electron 
Microscopy) 
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7.3- Abreviaciones 

 

AAC: Angiopatía Amiloide Cerebral 

Aβ: Péptido β-amiloide; β-amyloid peptide 

ABC-X: ATP-binding Cassette (X= A1, A7, A8, B1, G1) 

AJ: Adherens Junction, uniones adherentes  

Apo: Apolipoprotein (A-I, A-I-Milano, B-100, C, E, J) 

ARIA: Anomalidades de Imagen Asociadas a Amiloide; Amyloid Related Imaging 

Abnormalities 

BHE: Barrera Hematoencefálica 

BIN1: Bridging Integrator-1 

CA-1: Cornu Ammonis-1  

CD2AP: CD2 associated protein 

CERAD: Consorcio para establecer un registro de Enfermedad de Alzheimer; 

Consortium to establish a registry for Alzheimer´s Disease 

CETP: Proteína de transferencia de colesterilo; Cholesterylester Transfer Protein 

CD: Cluster de diferenciación; Cluster of Differentiation 

Clu: Clusterin (Sinónimo de Apolipoproteína J) 

CR1: Receptor del complemento 1; Complement Receptor 1 

cSS: Siderosis superficial cortical 

DICP: Dominio Intracelular de la Proteína Precursora Amiloide 

DMPC: 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine 

DMT2: Diabetes Mellitus Tipo 2 
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DSPC: 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine 

EA: Enfermedad de Alzheimer 

EDC: Evaluación de Demencia Clínica 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EPHA1: Ephrin type-A receptor 1 

FDA: Food and Drug Administration 

GFAP: Glial fibrillary acidic protein 

GWAS: Estudios de Asociación del Genoma Completo; Genome Wide Association 

Studies 

HDL: Lipoproteína de Alta Densidad; High Density Lipoprotein 

HEK293T: Células embrionarias renales-293T; Human Embrionic Kidney cells-293T 

HIC: Hemorragia Intracraneal 

HCHWA: Hemorragia intracraneal hereditaria con amiloidosis; Hereditary Cerebral 

Hemorrhage With Amyloidosis 

HLA-DRB1: HLA class II histocompatibility antigen, DRB1 beta chain 

hp-TAU: Proteína TAU hiperfosforilada 

Iba1: Ionized calcium binding adaptor molecule 1  

IDE: Enzima Degradadora de Insulina; Insuline Degrading Enzyme 

IL: Interleukin 

KC: Keratinocyte chemoattractant  

KDa: Kilo Dalton 

KO: Ratones deficientes, Knock Out 

LCAT: Lecitin Colesterol Acil-Transferasa 
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LCR: Líquido Cefalorraquídeo 

LDL: Lipoproteína de Baja Densidad; Low Density Lipoprotein 

LRP-1/2: Receptor de lipoproteínas de baja densidad-1 y 2; Low-density-lipoprotein 

Receptor Protein-1and 2 

LXR: Liver X Receptor 

MIP-1α: Macrophage Inflammatory Protein-1α 

MLV: Multilamellar Vesicles, Vesículas Multilamelares 

MMP-2/9: Metaloproteinasas 2 y 9 

MMSE: Examinación del Estado MiniMental; MiniMenal State Examination 

NCTxxxxxxxx: Número de Ensayo clínico; Number of Clinical Trial  

NLRP3: NLR Family Pyrin Domain Containing 3 

NMDA: N-metil-D-aspartato 

NEP: Neprilisina 

PC: Phosphatidylcholine 

PEG: Polietilenglicol 

PET: Tomografía de Emisión de Positrones, Positron Emission Tomograph 

PiB: Compuesto de Pittsburgh-B; Pittsburgh Compound-B 

PICALM: Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein 

poDG: Polymorphic layer of Dentate Gyrus 

POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

PPA: Proteína Precursora Amiloide 

PPA-FCT-83/99: Fragmentos C-terminales de la Proteína Precursora Amiloide de 

83 y 99 aminoácidos. 
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PrP: Proteína priónica 

PSEN1/2: Presenilina 1 y 2 

PTAM: Proteína TAU Asociada a Microtúbulos 

RAGE: Receptor de productos de glicosilación avanzada; Receptor for Advances 

Glycation End-products 

rHDL: Lipoproteínas de Alta Densidad reconstituídas; reconstituted High Density 

Lipoprotein 

RM: Resonancia Magnética 

rt-PA: Activador tisular del plasminógeno; recombinant tissue Plasminogen Activator 

sPPAα/β: Fragmentos solubles de la Proteína Precursora Amiloide α- yβ- 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SORL1: Sortilin Related Receptor 1 

SRB-I:  Scavenger Receptor B-I 

t-TAU/hp-TAU: TAU total/ TAU hiperfosforilada 

TJ: Tight Junction, Uniones estrechas 

TRC: Transporte Reverso de Colesterol 

TREM-2: Receptor desencadenante expresado en células mieloides-s; Triggering 

Receptor Expressed on Myeloid Cells-2 

TRIP4: Thyroid Hormone Receptor Interactor 4 

VLDL: Lipoproteína de Muy Baja Densidad; Very Low Density Lipoprotein 
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