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A través de este proyecto espero aportar a la basqueda de la resolucion o disminucién
del impacto de un problema de salud publica, por medio de evidencia cientifica que

permita direccionar a los investigadores y clinicos hacia la toma de decisiones correctas.

Alejandro Bedoya.
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1. ABSTRACT:

The homeostasis of the Central Nervous System (CNS) is based on the interaction of neurons,
astrocytes and endothelium, which together, are the foundation of the Neurovascular Unit
(NVU). Mainly, the astrocyte regulates the interaction of lipid components within the NVU,
such as cholesterol and sphingolipids, wich allows the assembly of membranous
comparments known as lipid rafts, where the overactivity of the enzyme [-secretase
(BACEZ1) on the amyloid precursor protein (APP) is favored, generating toxic peptids that
disrupt intercellular communication and propitiate an inflammatory environment mediated

mainly by the astrocyte, wich is consequent with neuronal death and the dementia.

In a triple transgenic mouse model of Alzheimer's disease (3xTg-AD), BACEL silencing
recovered from cognitive impairment associated with restoration of lipid balance. In primary
cultured neurons under glutamate stress, this silencing required the involvement of SCD1
monounsaturase to reduce markers of inflammation such as hyperphosphorylated Tau. In
human brain samples with different types of dementia: vascular (CADASIL) and Alzheimer's
type (familial and sporadic) BACE1l and SCD1 were overexpressed. Furthermore,
hippocampal double silencing of these two enzymes resulted in the recovery of motor and

spatial memory capacity in an in vivo cerebral infarction model.

Therefore, in the present study we hypothesize that the astrocyte inhibited for the BACE1
and SCD1, can recover neurons and endothelium after a toxic event by glutamate, whose
mechanism could be explained by the modification of the lipid profile in the neurovascular
unit and the decrease of the cellular origin of the inflammatory process. This opens a
possibility for the design of therapies in early stages of the disease. In this sense, the main
objective of our research is: To determine the relatioship of BACEL1 and SCD1 on the
differential profile of phospholipids in astrocytes, neurons and endothelium. As a
methodological approach, using hippocampal, cerebrospinal fluid (CSF) and serum samples
obtained from an ischemic stroke model in rats evaluated at the level of learning, memory
and motor capacity, we performed an analysis of the differences in the lipid profile after
silencing of BACE1 and SCD1 at the hippocampal level.
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Also, we inhibited BACEL and SCD1 in astrocytes exposed in cocultures with endothelium
and neurons exposed to glutamate stress to induce neural degeneration processes. In addition,
on these cocultures we performed LDH cytotoxicity assay, fluorescence microscopy to
observe morphological and expression pattern changes of the enzymes of interest; which was
complemented with the analysis by mass spectrometry to identify the phospholipid profile

and composition of each cell type.

We have observed that the double silencing of BACE1 and SCD1 in the in vivo ischemic
model induces a significant change in the lipid profile of the hippocampus, CSF and serum,
especially in phospholipid species associated with arachidonic acid. The results obtained in
serum suggest that the cognitive recovery of animals under the ischemic event and after
double silencing may be associated with the degradation or non-incorporation of fatty acids
composed of arachidonic derivates to phosphatidylcholine (PC) and the increase of its
metabolic product lysophosphatidylcholine (LPC) composed of palmitic (16:0) and stearic
(18:0) acid in blood circulation.

Neurons and endothelial cells affected under a toxic glutamate event can recover when
cocultured with astrocytes inhibited for BACE1 and SCD1, whose explanation may be
associated with an inverse relationship between LPC/PC in a differential manner among
astrocytes, endothelium and neurons, presenting a reduction of LPC in the neuron and an
increase in astrocytes and endothelial cells. Together, the above data suggest astrocyte
BACE1 and SCD1 enzymes as therapeutic target that regulates brain parenchymal
homeostasis producing changes in the dynamics between LPC and PC at the brain and

circulation.

Keywords: Neurovascular unit, BACEL1, SCD1, Dementia, Alzheimer disease, cerebral

ischemia, lipids.

13



1. RESUMEN

La homeostasis del sistema nervioso central se basa en la interaccion de neuronas, astrocitos
y endotelio, que, en conjunto, son el fundamento de la unidad neurovascular (UNV).
Principalmente, el astrocito regula la interaccion de componentes lipidicos dentro de la UNV,
como el colesterol y los esfingolipidos, los cuales permiten el ensamblaje de compartimentos
membranosos conocidos como balsas lipidicas, donde se favorece la sobreactividad de la
enzima [-secretasa (BACEL) sobre la proteina precursora amiloide (APP), generando
péptidos toxicos que interrumpen la comunicacion intercelular y propician un ambiente
inflamatorio mediado principalmente por el astrocito, lo que es consecuente con la muerte

neuronal y la demencia.

En un modelo de raton triple transgenico de la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD), el
silenciamiento de BACEL recuperé el deterioro cognitivo asociado al restablecimiento del
equilibrio lipidico. En neuronas primarias cultivadas bajo estrés por glutamato, este
silenciamiento requirio la participacion de la monosaturasa SCD1 para reducir marcadores
de inflamacion como la proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau). En muestras de cerebro
humano con diferentes tipos de demencia: vascular (CADASIL) y de tipo Alzheimer
(familiar y esporadica) BACE1 y SCD1 estaban sobreexpresados. Ademas, el doble
silenciamiento de estas dos enzimas en el hipocampo permitio recuperar la capacidad motora
y de memoria espacial en un modelo in vivo de infarto cerebral. A partir de lo anterior, en el
presente estudio hipotetizamos que el astrocito inhibido para BACE1l y SCD1, puede
recuperar a neuronas y endotelio tras un evento toxico por glutamato, cuyo mecanismo podria
estar asociado a la modificacion del perfil lipidico en la unidad neurovascular, abriendo una
posibilidad al disefio de terapias en etapas tempranas de la enfermedad. En este sentido, el
objetivo principal de nuestra investigacion es: Determinar la relacién de BACE1 y SCD1

sobre el perfil diferencial de fosfolipidos en Astrocitos, Neuronas y Endotelio.

Como aproximacion metodoldgica, a partir de muestras de hipocampo, LCR y suero
obtenidos de un modelo de infarto cerebral isquémico en ratas evaluado a nivel de
aprendizaje, memoria y capacidad motora, realizamos un analisis de las diferencias en el

perfil lipidico luego del silenciamiento de BACE1 y SCD1 a nivel hipocampal.
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También, inhibimos BACE1 y SCD1 en astrocitos expuestos en cocultivos con endotelio y
neuronas, sometidos a estrés por glutamato para inducir procesos de degeneracion neural.
Ademas, sobre estos cocultivos realizamos prueba colorimétrica de muerte celular por LDH,
microscopia de fluorescencia para observar cambios morfologicos y cambios en el patrén de
expresion de enzimas de interés; lo que fue complementado con el analisis por espectrometria

de masas para identificar el perfil y composicién de fosfolipidos en cada tipo celular.

Hemos observado que el doble silenciamiento de BACEL1 y SCD1 en el modelo in vivo
isquemico, induce un cambio significativo en el perfil lipidico de hipocampo, LCR y suero,
en especial, en especies fosfolipidicas asociadas a &cido araquidénico. Los resultados
obtenidos en suero, sugieren que la recuperacion cognitiva de los animales bajo el evento
isquémico y tras el doble silenciamiento, puede estar asociada a la degradacion o no
incorporacion de acidos grasos compuestos por derivados araquidonicos a la fosfatidil colina
(PC) y al aumento de su producto metabdlico lisofosfatidil colina (LPC) compuesto por acido
palmitico (16:0) y estearico (18:0) en circulacion.

Las neuronas Y las células endoteliales afectadas bajo un evento toxico por glutamato pueden
recuperarse cuando se cocultivan con astrocitos inhibidos para BACE1 y SCD1, cuya
explicacion puede estar asociada a una relacion inversa entre LPC/PC de manera diferencial
entre astrocito, endotelio y neuronas, presentando una reduccion de LPC en la neurona y a
su aumento en las células astrocitarias y en las endoteliales. En conjunto, todo lo anterior
sugiere a las enzimas BACEL y SCD1en astrocitos como un blanco terapéutico que regula la
homeostasis del parénquima cerebral que conlleva a cambios en la dindmica entre LPC y PC

en el cerebro y en circulacion.

Palabras clave: Unidad neurovascular, BACE1l, SCD1, Demencia, enfermedad de

Alzheimer, isquemia cerebral, lipidos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Demencia
La demencia es considerada un sindrome con declive progresivo en la capacidad cognitiva

de las personas, con una pérdida de la independencia para realizar las tareas cotidianas (Gale,
S. A, 2018). Se estima que alrededor del mundo su prevalencia se encuentra por encima de
los 45 millones de personas afectadas, de las cuales, mas de la mitad pertenecen a paises de
escasos recursos (Crous-Bou M, et al, 2017). El cuadro clinico es mas frecuente en personas
mayores de 65 afios, lo que se considera demencia de inicio tardio, sin embargo, un 1 % de
los casos se manifiesta por debajo de esta edad, considerados como demencia de inicio
temprano (Prince M, et al, 2015-2017). Y a pesar de que el envejecimiento es un factor de

riesgo determinante, un estilo de vida saludable puede evitar su aparicién (OMS, 2019).

La demencia mas comudn es la enfermedad de Alzheimer (EA), que, de acuerdo a sus
caracteristicas neuropatoldgicas, se destacan la acumulacion de placas B-amiloide (AP) y
ovillos neurofibrilares (NFT) constituidos de proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau)
generando desensamble de los microtibulos. Otras demencias comunes son la demencia con
cuerpos de Lewy (DLB), donde hay una acumulacion anormal de la proteina a-sinucleina
que forma los llamados cuerpos de Lewy y la atrofia cerebral posterior; la demencia
frontotemporal (FTD), también presenta inclusiones de p-Tau principalmente en la corteza
frontal; y la demencia vascular (VaD) que se caracteriza por la reduccién de la circulacién
sanguinea, hipoxia y aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Raz L, et
al, 2016). No obstante, a pesar de las diferentes caracteristicas neuropatoldgicas, todas estas
patologias comparten la afeccion cerebrovascular como factor comin (ladecola, C., et al,
2019; Arvanitakis, Z., et al, 2019; Vipin, A,, et al, 2021; Seo, S. W., et al, 2018; Fieldhouse,
J., etal, 2021; Thal, D. R., et al, 2012).

2.1.1 Demencia post infarto cerebral:
El infarto cerebral isquémico surge de la reduccion del fluido sanguineo hacia el cerebro.

Cada afio la isquemia cerebral (IC) afecta alrededor de 700.000 personas tan solo en los
Estados Unidos, y en los paises en desarrollo, la IC es la tercera causa de muerte generando
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costos de billones de dolares al sistema de salud (Benjamin, E. J., et al, 2019). La IC causa
reduccion en la capacidad cognitiva, y de acuerdo a los diferentes factores clinicos de base
en cada persona afectada, la susceptibilidad al deterioro cognitivo puede ser de menor o de
mayor impacto (Pendlebury, S. T., et al, 2019). Los accidentes cerebrovasculares (ACV)
pueden ser de tipo hemorragico o de tipo isquémico, teniendo los segundos una prevalencia
de mas del 80% de los casos (Rosamond, W., et al, 2007); estos aumentan la incidencia de
demencia 50 veces mas respecto a la poblacion general, mientras que ataques isquémicos
transitorios y accidentes cerebrovasculares menores tienen un menor riesgo de deterioro
cognitivo, por lo qué, del grado de la lesion tras el infarto cerebral, depende el riesgo de

padecer demencia (Pendlebury, S. T., et al, 2019).

La causa de la IC pueden ser trombosis, embolias y la hipoperfusion sanguinea, que impiden
al tejido cerebral recibir oxigeno y glucosa suficiente para mantenerse en homeostasis
(Benjamin, E. J., et al, 2019). Esto despliega una respuesta inflamatoria por parte de células
circulantes como monocitos y neutréfilos que son atraidos por la produccion de
interleuquinas 1y 6 (IL-1, IL-6) y el factor de crecimiento tumoral beta (TGF- ) por parte
de células endoteliales, glia y neuronas inestables (Doyle, K. P., et al, 2008). Finalmente, el
tejido afectado comienza a reducir la poblacion neuronal a través de dos mecanismos de
muerte celular que dependen de la ubicacién en el foco o en la penumbra de la lesion. En el
primero, la carencia de oxigeno y glucosa es tal, que impide a las bombas ATPasas recibir
energia para mantener el equilibrio i6nico, la acumulacién de Ca** intracelular dispara la
actividad de enzimas ADNasas, lipasas y proteasas que catabolizan las macroestructuras
celulares con la consecuente necrosis del tejido; mientras que las células ubicadas en la
penumbra de la lesién tienen una mayor resistencia gracias a la reperfusion sanguinea
aportada por los vasos circundantes, pero a pesar de ello, muchas entran en muerte celular
por apoptosis (Doyle, K. P., et al, 2008) (Figura 1). Bajo estas circunstancias de elevacion
de Ca™" intracelular, las neuronas liberan glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio
dentro del SNC (Allen, P., et al, 2015), y, ademas, bajo la IC, los astrocitos sufren edema 'y
activan canales que también liberan de manera masiva este neurotransmisor (Mongin A. A.
et al 2016) (Figura 1B). Tras estos eventos, la neurona sufre una sobre activacion de los
receptores de glutamato, cuya sobre-excitabilidad termina en la programacion de la muerte

neuronal por excitotoxicidad (Fiacco, T. A., et al, 2007), a causa de la liberacion de radicales
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libres de mitocondrias dafiadas y la inhibicion de fosfolipasas especificas de fosfatidilcolina
(PC) (Tymianski M., et al, 1996; Li Y., et al, 1998). En este sentido, el glutamato en exceso
pasa de ejercer su rol como neurotransmisor para ser un elemento téxico dentro del cerebro
jugando un papel importante dentro de las enfermedades neurodegenerativas (Lewerenz J.,
et al, 2015; Zhou Y., et al, 2014). Por otro lado, el glutamato utilizado por el SNC es
sintetizado dentro de este tejido porque el glutamato circulante no puede atravesar las
barreras que limitan el sistema nervioso del torrente sanguineo, por lo cual, perder esta
integridad puede recargar el parénquima cerebral con un exceso de glutamato aportado desde
la circulacion (Cooper A.J., et al, 2016). De hecho, la perdida del balance entre la produccion
de glutamato por parte de la microbiota intestinal, el higado y el cerebro, repercute sobre su
carga en el SNC, desde lo cual ha sido posible relacionar la asociacion de estos sistemas con

el desarrollo de alteraciones neurolégicas (Onaolapo, A. Y., & Onaolapo, O. J. 2021).

En condiciones normales, la concentracion de glutamato cerebral a nivel extracelular se
encuentra en un rango de 25 a 90 nM, mientras que a nivel intracelular puede alcanzar los
90.2 uM (Herman M.A., et al, 2007; De Bundel D., et al, 2011). Las elevaciones por encima
de estos valores también pueden ser explicadas por la carencia de niveles adecuados de
receptores celulares de glutamato como el transportador de glutamato-1 (GLT-1) en
astrocitos, o la perdida en el equilibrio de la interconversién molecular del glutamato con sus
precursores y derivados, la glutamina y el neurotransmisor acido-gama-amino-butirico
(GABA), respectivamente, cuyo desbalance se ha observado en modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y la esclerosis lateral amiotréfica
(Martinez-Lozada Z., et al, 2016; Mazaud D., et al, 2019).
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Figura 1. Isquemiay consecuencias en el parénquima cerebral: (A) Parenquima cerebral en condiciones
normales. (B) Parenquima cerebral tras la reduccién de oxigeno (1), provocando la liberacion de
interleuquinas desde la microglia (2), con respuesta inflamatoria e infiltracién de neutréfilos (3), las
neuronas y otras celulas liberan masivamente glutamato (4) provocando muerte neuronal. Compensacion
con oxigeno desde la penumbra de la lesion (5).

Material gréfico disponible en:

2.2 Neurodegeneracion:
Ademas de la excitotoxicidad por glutamato, el desequilibrio en la integridad de la relacion

cerebro-vasculatura es un tema clave para entender procesos que afectan el SNC y que
conllevan a la neurodegeneracién progresiva, como es el caso de la demencia (Garcia, F. J.,
et al, 2022; Ungvari, Z., et al, 2021). La pérdida de la irrigacién de los pequefios vasos en el
parénquima cerebral induce cambios en la estructura y funcion del cerebro, alterando
cascadas de sefializacion celular que generan desbalance en la neurotransmision, plasticidad
y conectividad cerebral, y en consecuencia pérdida progresiva de la poblacion neuronal,
proceso en si mismo conocido como Neurodegeneracion (Zhang, X., et al, 2021; Ferreira,
D., etal, 2021; Librizzi, L., et al, 2018). La causa pueden ser factores ambientales nocivos o
factores genéticos, que conllevan a la acumulacion de restos proteicos alterados
conformacionalmente. En ese sentido, la neurodegeneracién puede ser la consecuencia de
alteraciones tanto intra-parenquimatosas como extra-parenquimatosas, pero que finalmente
coinciden en la reduccion de la poblacion de células neuronales (Madore, C., et al, 2019;
Kunkle, B. W., et al, 2019; Fulopova, B., et al, 2021). La acumulacion de restos proteicos ha

sido uno de los pilares sobre los cuales se ha tratado de fundamentar el por qué de la
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neurodegeneracion. Sucede con el fallo de algunos procesos celulares, como los mecanismos
de aclaramiento a traves del sistema de autofagia y el sistema proteasoma dependiente de
ubiquitina, ademés de otros desencadenantes como el estrés oxidativo, la neuroinflamacion
y la muerte celular programada (Dugger BN, et al, 2017). El sistema de autofagia se encarga
de la degradacion de restos de organelas estropeadas y agregados de proteinas, lo cual es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis celular (Marifio G, et al, 2011). Sin
embargo, este mecanismo puede verse alterado por fallas en la expresion de factores de
transcripcion, lo que impide la activacion de genes necesarios para la regulacion del proceso
(Schaffner I, et al, 2018). De manera similar, el sistema proteasoma dependiente de ubiquitina
se encarga de la degradacion de proteinas defectuosas o mal plegadas, estas caracteristicas
hacen que las proteinas se marquen con ramificaciones de ubiquitina, que eventualmente
conduciran las moléculas a su degradacion en el complejo proteasoma; alteraciones en este
sistema disminuyen la degradacion de proteinas toxicas y en consecuencia aumentan la
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Yau R, et al, 2017). Por
su parte, el estrés oxidativo se presenta por la formacion de radicales libres del oxigeno
(ROS), producto de la actividad de enzimas oxidantes de NAD(P)H, que a su vez aumentan
su dinamismo a partir de alteraciones en los mecanismos antioxidantes de células del sistema
inmune, microglia y los astrocitos (Mossakowski AA, et al, 2015). Estos eventos provocan
una respuesta neuroinflamatoria que desencadena el proceso neurodegenerativo (Aguilera G,
et al, 2017). La neuroinflamacion ha sido atribuida especialmente a la activacion de células
gliales, particularmente los astrocitos como principales reguladores de procesos
proinflamatorios y antiinflamatorios (. Jia J, et al, 2018); dicha respuesta puede materializarse
a causa de dietas altas en grasas que disparan la expresion de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias como la IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la proteina
guimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) (Pistell PJ, et al, 2010). A pesar de que aln no se
conoce en profundidad como estos procesos estan asociados al dafio cognitivo y a un mayor
riesgo de padecer demencia (Wang R, et al, 2018), bajo estas condiciones, las neuronas
activan rutas de sefializacion que conducen a la muerte celular programada (Chi H, et al,
2018).

Para impedir la neurodegeneracion, se requiere de la participacion dinamica entre diferentes

células que acompafian o mantienen la estabilidad neuronal, ya sea a través de la provision
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de nutrientes o del reciclaje de moléculas potencialmente toxicas, como el glutamato
(Andersen, J. V., et al, 2021).

2.3 Unidad neurovascular:
Existe una estrecha interdependencia entre la vasculatura y el parénquima cerebral (Librizzi,

L., et al, 2018). El flujo sanguineo hacia el cerebro debe ser constante y un cese de tan solo
segundos puede implicar el dafio irreversible de sus constituyentes celulares. Por eso desde
la conexion parénquima-vasos sanguineos y a través del mecanismo de hiperemia funcional,
se establecen lineas de defensa que aseguran el control de la llegada de nutrientes y la
remocion de subproductos del metabolismo, asegurando la homeostasis del microambiente
cerebral (ladecola, C. 2004). Dichas funciones homeostaticas dependen entonces, no solo de
la participacion vascular y de la llegada de nutrientes a través del torrente sanguineo, sino
también de elementos celulares desde la intimidad parenquimatosa estrechamente
relacionados con los componentes celulares de los vasos sanguineos. De esta asociacion
surge el concepto de unidad neurovascular (UNV) (Figura 2), un nicho celular desde el cual
se coordinan las actividades fundamentales del sistema nervioso central. Desde el
parénquima hacia la vasculatura, la UNV esta compuesta por neuronas, astrocitos, pericitos,
células endoteliales, células de musculo liso, lamina basal y matriz extracelular (Harder D R,
et al, 2012). Estas células interactiian entre si a través de uniones tipo “gap” y por medio de
compuestos quimicos con funcion neuromoduladora (Simard M, et al, 2003). Ligeras
variaciones de glucosa y oxigeno son registradas por las neuronas, activando sefiales que
dirigen al endotelio a través de los astrocitos para obtener abastecimiento nutricional. El
astrocito es la célula mas versatil de la unidad y establece un puente de conexion entre la
neuronay el endotelio a modo de recibir informacion de una célula para transmitirla a la otra.
El endotelio responde a esos mensajes regulando la tonicidad del vaso para que el flujo
sanguineo pueda abastecer adecuadamente la demanda neuronal. En esta tarea, los pericitos
rodean al endotelio para brindarles soporte estructural, vasodindmico y de barrera protectora
hacia el parénquima cerebral (Muoio, V., et al, 2014). Finalmente, la composicion particular
de la matriz extracelular de la UNV permite la transmision de mensajes entre las neuronas,

los astrocitos y el endotelio (Gulbenkian S, et al, 2001). Por lo anterior, cada uno de los
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Figura 2. Dindmica en la Unidad Neurovascular (UNV): (A) Corte coronal de corteza de rata (el recuadro
representa el esquema general). (1) La neurona sensa los cambios en la concentracion de nutrientes y (2)
envia sefales al endotelio a través del astrocito para abastecerse. (3) La cercania del astrocito con el endotelio,
le permite entregar la sefial de parte de la neurona para abastecer de nutrientes el parénquima. (4) El endotelio
responde a través de mecanismos vasodindmicos para permitir el paso de sustancias hacia el parénquima
cerebral. (5) Al ingresar, estas sustancias pasan por el metabolismo del astrocito para finalmente ser enviadas
a laneurona El astrocito media la comunicacion entre la neurona y el endotelio, su contacto directo con la
vasculatura le permite estimular estas células provocando la neurona y asi suplir sus necesidades bésicas.
Material gréfico disponible en:

componentes celulares cumple con funciones indispensables en la homeostasis cerebral, sin
embargo, en situaciones de estrés celular pueden presentar comportamientos bifasicos que
contribuyen tanto en la reparacion como en la exacerbacion de un dafio (Xing C, et al, 2012)

siendo esta Gltima posicidn un desencadenante de procesos neurodegenerativos.

2.3.1 Barrera hematoencefalica:
Retomando la participacion entre la vasculatura y el parénquima en relacién a las

enfermedades neurodegenerativas, es preciso entender los mecanismos implicitos en el
transporte de sustancias entre los vasos sanguineos y el tejido parenquimatoso. Por lo tanto,

la funcionalidad de la UNV depende de los componentes que resguardan la integridad del
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parénquima y evita el ingreso de agentes nocivos que pueda transportarse e ingresar desde el
torrente sanguineo al cerebro. Esta propiedad genera el concepto de “Barrera
Hematoencefélica” (BHE), la cual cuenta con vasos continuos y no fenestrados que controlan
estrictamente el paso de iones y moléculas desde el torrente sanguineo al interior del SNC
(Daneman, R., et al, 2015) (Zlokovic B. V. 2008). La pérdida de continuidad de estos vasos
permite la infiltracion de células del sistema inmune, que, a pesar de fagocitar restos de
células averiadas, también promueven la exacerbacion del dafio e inducen a varias células de
la UNV como astrocitos y pericitos a sellar la ruptura de la BHE con la consecuente

interrupcion de la reperfusion sanguinea (Huang, Y., et al, 2020).

Ademas, algunas condiciones especiales como el envejecimiento influyen en el aumento de
la expresion de péptidos de sefializacion como la fraccion C3a del complemento, que
acoplado su receptor C3aR en las células del endotelio vascular, desencadenan inflamacion
y cambios en la tonicidad e integridad de la vasculatura (Propson, N. E., et al, 2021).
Circunstancias en las que el cerebro adquiere una mayor pérdida del flujo circulatorio, con
eventual sufrimiento de edema (Jiang, X., et al, 2018), y disrupcion de la BHE bajo los
accidentes cerebrovasculares, cuyo manejo medico es bastante limitado debido a la
susceptibilidad de la vasculatura, recurriendo a la utilizacion del activador de plasminégeno
tisular, con pocas horas de ventana de uso (Keep, R. F., et al, 2014). El riesgo de disrupcion
de la BHE se encuentra asociada a comorbilidades, como la hipertensién, la aterosclerosis,
la obesidad, la diabetes, el tabaquismo, entre otras, donde la anoxia y vasoconstriccion
disrumpen la integridad de esta barrera (Jiang, X., et al, 2018). Asi el ingreso de sustancias
desde el torrente hacia el parénquimay la desregulacion en el ingreso de nutrientes como la
glucosa, debido a la perdida de transportadores de glucosa 1 (GLT1) y de aminoéacidos,
ademas de la pérdida de otros transportadores dependientes de sodio, el cerebro se hace
deficiente para evacuar el exceso de aminoacidos desde el intersticio, lo cual se presta para
la acumulacion excesiva de precursores de moléculas excitatorias (Cederberg, H. H., et al,
2014) generando aun mas procesos inflamatorios y activacion de los programas de muerte

neuronal.

2.3.2 Endotelio:
Las células del endotelio vascular se pueden considerar como el primer anillo de seguridad

de la BHE y la UNV. Monitorean y controlan el paso de patdgenos y toxinas que puedan
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afectar a las neuronas. Por ende, a pesar de que la neurodegeneracién auin es considerada un
evento de origen multifactorial y que aun no se dilucida por completo la relacion entre el
dafio de la vasculatura y la neurodegeneracion; el endotelio podria considerarse como un
punto de partida que explique el origen de las enfermedades neurodegenerativas, tal vez
desde su papel disparador de cascadas inflamatorias que disparan sus efectos en diferentes
regiones del SNC; lo que podria explicar la perdida de circuitos por generaciéon y
acumulacion de péptidos toxicos relacionados con la manifestacion clinica de la EA (ladecola
C. 2010).

El deterioro endotelial también responde a la reduccion del suplemento de nutrientes,
defendiendo la hipotesis que relaciona las enfermedades neurodegenerativas con la
deficiencia energética y el déficit metabdlico (Szablewski L. (2010). Explicado también por
la supresion energética tras los ACV, que, cdmo se explico anteriormente, provocan que el
endotelio de la microvasculatura cerebral se convierta en la primera linea de la BHE en ser
afectado, lo que explica en cierta medida el hecho de que los accidentes cerebrovasculares
sean la mayor causa de desarrollo de demencia. Del mismo modo, las lesiones cerebrales
traumaticas terminan por afectar el parénquima, pero comenzando por alterar el endotelio
vascular desde donde se desencadena una serie de eventos que terminan por la afeccion
celular y molecular de la UNV. En muchos de los casos, como una consecuencia a largo
tiempo de la lesién inicial. Estas alteraciones provocadas por la pérdida de la integridad del
endotelio, tedricamente podrian ser recuperadas con la reparacién del mismo, lo que se ha
demostrado a través de la restauracion de la microvasculatura, que es capaz de retornar a la
homeostasis de la UNV, luego de un dafio isquémico, como producto de la plasticidad
intrinseca (Abdulkadir, R. R, et al, 2020) y (Sandsmark, D. K., et al, 2019). Sin embargo,
debe ser acompafiado de fisioterapias, y terapias farmacoldgicas protectoras, que ayuden a
una adecuada reconexion de los circuitos, y recuperacion neuroldgica funcional (Jang, M., et
al, 2021; Zhang, J., et al, 2017; Tater, P., & Pandey, S., 2021; Lee, D., & Lee, G., 2019).

La liberacion de moléculas tras las lesiones del endotelio, como endotelina-1, activa rutas
inflamatorias a través de la sobreregulacion de metaloproteinasas (MMPs) y el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) con la consecuente disrupcion de la
BHE (Chatfield, D. A., et al, 2011; Koyama, Y., et al, 2012). Ademas de estas rutas de

sefializacion de inflamacion activadas desde el endotelio, la pérdida de su integridad
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estructural influye sobre la perdida de la integridad del parénquima, cuando la interaccion
entre célulay célula endotelial se reduce, se distanciany se eleva la permeabilidad de la BHE
(Jang, M., et al, 2021). Ademas, la reduccion en la expresion de proteinas esenciales de
uniones estrechas y adherentes entre células adyacentes son determinantes para controlar el
paso de sustancias desde el torrente sanguineo (Winkler, L., et al, 2021). Dichas proteinas de
unién estrecha (claudinas y ocludinas) y de las uniones adherentes (VE-caderina), y las que
conectan estas uniones al citoesqueleto (ejm, zonula occludens — ZO), también estan
asociadas a rutas de inflamacién, y la pérdida de su expresion favorece la sobre expresion de
NADPH oxidasa 2 (Nox-2), llevando a la hiperproduccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) con el consecuente estrés oxidativo del endotelio vascular (Fan, L. M., et al, 2019). A
su vez, esto genera un desequilibrio en el control sobre la vasodilatacion, el 6xido nitrico
(NO) disminuye, favoreciendo la vasoconstriccion y la perdida de la retencion de moléculas
de adhesion del endotelio vascular (VCAM) y moléculas de adhesion intercelular (ICAM)
que se expresan en la superficie del endotelio, estimulando el anclaje de leucocitos que
posteriormente se infiltran al parénquima cerebral (Kvietys, P. R., et al, 2012). Mientras esto
sucede, el endotelio libera mas mediadores inflamatorios, como las interleuquinas IL-18 e
IL-6, la proteina quimioatrayente de monocitos, el factor de crecimiento del endotelio
vascular VEGF y las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP-9) soportando la
extravasacion del endotelio vascular y disrupcion del parénquima cerebral (Grammas, P., &
Ovase, R. 2001; Thirumangalakudi, L., et al, 2006). En resumen, los componentes del
endotelio, no solo influyen de manera estructural sobre la BHE y la proteccion del
parénquima cerebral, sino que también, se vuelve un epicentro para el inicio de procesos
inflamatorios que liberan numerosas moléculas atrayentes de células del sistema inmune
desde el torrente sanguineo, en cuyo estado, el endotelio es un arma de doble filo, que libera
moléculas de adhesion hacia la luz del vaso, y que envia y recibe sefiales de inflamacion
desde el pericito como segunda linea celular de la BHE (Kozma, M., et al, 2021). Este ultimo
evento es de suma importancia cuando asumimos que el pericito es la célula inmediatamente
adyacente al endotelio en la direccion del lumen hacia el parénquima, lo que implica que una
alteracion endotelial impulsa eventos en cadena que finalmente llevan el mensaje de deterioro
intimo de la UNV. Lo anterior refuerza la propuesta del endotelio como el tipo celular de

afectacion inicial en las enfermedades neurodegenerativas, y que tal vez, la acumulacion de
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péptidos tdxicos AP y los agregados de fosfo-Tau (p-Tau), sean una consecuencia del dafio
vascular y no la causa primaria de la neurodegeneracion en la demencia tipo Alzheimer o

sean consecuencia del infarto cerebral isquémico (Nation, D. A, et al, 2019).

2.3.3 Astrocito:
Tras la disrupcion del endotelio de la microvasculaura, debe limitarse el ingreso de toxinas y

leucocitos al parénquima, en donde el pericito participa como segundo anillo de seguridad,;
pero, bajo la injuria, entre el endotelio y el pericito se facilita el disparo de moléculas que
participan en la formacién del inflamasoma, un sistema acoplado a sensores y moléculas que
efectlan la muerte celular por apoptosis (Kozma, M., et al, 2021; Malik, A., & Kanneganti,
T.D. 2017)

Por ende, aqui se necesita de otro interventor celular para defender la integridad de la BHE
y por supuesto del parénquima. Esta célula es el astrocito, que, en compafia de los
oligodendrocitos, hacen parte de la macroglia (Vasile, F., et al, 2017). Mientras los
oligodendrocitos cumplen con la funcién de soportar el embalaje de mielina en los axones
neuronales, los astrocitos cuentan con una mayor variedad de funciones, entre ellas, hacer
parte de la BHE, regular la sinaptogénesis, controlar la concentracion de iones, metabolizar
neurotransmisores y secretar moléculas para utilidad de las neuronas (Dallérac, G., &
Rouach, N.,2016). De acuerdo a esto, los astrocitos estan en contacto con todas las demas
células dentro de la UNV, a través de dos presentaciones morfologicas que son los astrocitos
protoplasmicos y los astrocitos fibrosos. Los primeros presentan “bipolaridad” estructural,
es decir, por un polo se conectan al endotelio a través de una estructura denominada pie
astrocitario, y por el otro a aproximadamente mas de 90.000 sinapsis, como es el caso de los
astrocitos hipocampales (Chai, H., et al, 2017). En este sentido, dada la ubicacion central de
los astrocitos en medio de la neurona y el endotelio, su papel de intermediario metabolico
entre ambas células y el efecto regulatorio que ejerce tras los eventos adversos sobre el SNC
estas células podrian considerarse como el eje central de la UNV (Patabendige, A., et al,

2021) con la responsabilidad pivotal de mantener la integridad del parénquima cerebral.
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2.3.3.1 Astrocitos y regulacion de la sinapsis:
Aunque el estudio clasico de la neurobiologia celular posiciond a los astrocitos como

entidades celulares con funcion basicamente de soporte estructural; la ardua tarea en
investigacion ha venido desentrafiando la relevancia del astrocito en la comunicacién
neuronal. Ahora se sabe que esta célula es requerida para afinar la comunicacion entre
neuronas, tomar y metabolizar neurotransmisores como el glutamato y regular las
concentraciones de potasio extracelular. Ademas, se ha evidenciado que el astrocito también
es una célula excitable, y que los neurotransmisores inducen en estos, la propagacion de
ondas de calcio, reconociéndose como células que también hacen parte de una red integrada
de sefiales dentro del SNC (Bergles, D. E., & Jahr, C. E. 1997; Hertz L. 1965; Cornell-Bell,
A. H., etal, 1990).

Se puede decir ahora que la sinapsis es mas que un asunto entre dos neuronas, y que involucra
neuronas Yy astrocitos, a lo que ahora se le atafie el concepto de sinapsis tripartita; incluso,
algunos autores sugieren que la sinapsis debe ser denominada tetrapartita por la participacion
de la matriz extracelular, incluso otros, ademéas afaden la participacion de procesos
microgliales denominando finalmente esta comunicacién intercelular como sinapsis penta-
partita (Schafer, D. P., et al, 2013). Hasta ahora, ha sido compleja la determinacion exacta de
cémo se distribuyen los componentes en los procesos astrocitarios para acompafar la
sinapsis, pero la microscopia electronica ha permitido observar en cierta medida la
acomodacion de complejos moleculares pre y post-sinapticos de las neuronas y los receptores
astrocitarios de neurotransmisores que permiten modular su liberacion en la sinapsis, donde
se resalta la alta concentracion y ubicacién estratégica de los receptores glutamatérgicos
(Heller, J. P., & Rusakov, D. A. 2017). Estos receptores en los astrocitos presinapticos de las
colaterales de Schaffer (axones de neuronas que interconectan regiones dentro del
hipocampo) se activan practicamente al mismo tiempo en que se estimulan las neuronas
hipocampales, apoyando el papel crucial del astrocito en la sinapsis (Bergles, D. E., & Jahr,
C. E. 1997). La estimulacién con glutamato ejerce una respuesta a través de la propagacion
de calcio libre intracitoplasmatico a nivel interastrocitario, conformando una sefial de
respuesta cerebral como consecuencia de la actividad sinaptica (Cornell-Bell, A. H., et al,
1990). Ademas, la respuesta del astrocito no se limita a la recepcion y metabolismo de

neurotransmisores de origen sindptico, también, cuentan con la maquinaria de liberacién de
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“gliotransmisores” como el glutamato, ATP y D-serina, cuya desregulacion es un causal de
desordenes neuropsiquiatricos como la epilepsia y la esquizofrenia (Halassa, M. M., et al,
2009). Es de resaltar que estos gliotransmisores son liberados a través de los mismos
mecanismos utilizados por la neurona, donde las proteinas de fijacion soluble SNARE son
requeridas para fusionar vesiculas a la membrana y liberar glutamato, dependiendo del
aumento de la concentracion de calcio intracitoplasmatico estimulado por la demanda de la
actividad sinaptica (Zhang, Q., et al, 2004). Incluso, se ha reportado que los astrocitos
responden practicamente a todos los sistemas de neurotransmisores como el glutamato,
acetilcolina, ATP, GABA, endocanabinoides, dopamina, histamina, serotonina y opioides,
que pueden estimular simultaneamente al astrocito con respuestas dependientes de la
integracién de sefializaciones intracelulares, para que finalmente el astrocito pueda modular
la actividad sinéptica, ya sea excitandola o deprimiendola, segln sea el requerimiento del
tejido, tipo de sinapsis y tipo de receptores activados en las membranas pre y pos-sinapticas
( Durkee, C. A., & Araque, A., 2019).

Los astrocitos también secretan moléculas de adhesién celular (CAM) y moléculas de matriz
extracelular que son requeridas para la comunicacion intercelular (astrocito-astrocito,
astrocito-neurona), cémo parte del sostén estructural de la hendidura sinaptica. Estas
moléculas son requeridas para conducir y guiar la comunicacion entre axén, dendrita y
astrocito, clave para el establecimiento de la sinapsis (Frei, J. A., & Stoeckli, E. T., 2014).
Entre estas CAM, el silenciamiento de la expresién de cadherinas y protocadherinas impide
la formacion de sinapsis inhibitorias y sinapsis excitatorias (Garrett, A. M., & Weiner, J. A.,
2009). Estas moléculas, sumadas a la matriz extracelular (compuesta por fibronectina,
tenascina, trombospondinas, laminina), forman una red de intercambio molecular entre
membrana presinaptica, post-sinaptica, astroglia y matriz, conformando lo que anteriormente
denominamos cémo sinapsis tetrapartita. Desde alli se modula la movilidad de
neurotransmisores y el anclaje de sus receptores postsinapticos, de lo cual depende la
formacion, la funcién y la consolidacion sinaptica (Frischknecht, R., et al, 2009). El origen
de la matriz extracelular en la hendidura sinaptica es consecuencia de la secrecion de una
amplia variedad de compuestos provenientes tanto de neuronas como de astrocitos, lo que
refleja la importancia de la comunicacion astrocito-neurona para mantener la homeostasis de
la UNV (Dityatev, A., & Rusakov, D. A. 2011).
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2.3.3.2. Astrocitos y neurodegeneracion:
La astrogliosis es un mecanismo de respuesta de los astrocitos que se hiperreactivan ante

estados de enfermedad o dafios mecénicos del SNC, es decir, sufren una serie de cambios
transcripcionales, morfoldgicos y funcionales (Kumar, A., et al, 2021; Makarava N, et al,
2019) de respuesta a estrés, necesarios para la proteccion de la UNV. Sin embargo, este
mecanismo se puede convertir en gatillador de respuesta inflamatoria. Razén por la cual, esta
defensa astrocitaria sigue siendo bastante controversial, reconociendo la astrogliosis como
un recurso necesario para la resolucion de accidentes cerebrovasculares hemorrégicos e
isquémicos a través del aclaramiento de detritos de sinapsis perdidas tras el insulto. Pero con
el inconveniente de que su falta de regulacion puede generar fagocitosis astrocitaria, no sélo
de detritos de sinapsis perdidas, sino también de sinapsis de neuronas funcionales, como se
ha documentado para el caso de la EA (Savage, J. C., et al, 2015; Shi, X., et al, 2021). Tal
vez, parte de la solucién sea identificar el momento de la intervencion de los astrocitos
reactivos, permitir su funcion de aclaramiento y finalmente, prevenir la propagacion de la
reactividad, impidiendo la fagocitosis sinaptica y la formacion de la cicatriz glial; otro evento
que resulta en la acumulacién de astrocitos en sectores dafiados de la BHE con el objetivo de
proteger la integridad del parénquima, pero que también su cicatriz obstaculiza el ingreso de

nutrientes, y la reconectividad tras los ACV (Dong, C., et al, 2021).

Es posible que este control pueda llevarse a cabo a través de la supresion de proteinas
astrocitarias relacionadas con vias de sefializacion de fagocitosis como MEGF10 y MERTK
0 factores de transcripcion que se disparan tras un accidente cerebrovascular, como ZEB2
(Vivinetto, A. L., etal, 2020; Zhao, Z., et al, 2021); ademas de la inhibicion del complemento
para prevenir la participacion fagocitica de otras células inmunes del SNC (Werneburg, S.,
et al, 2020) e incluso la reduccion de la actividad enzimética que polimeriza los filamentos
intermedios GFAP+ favoreciendo la liberacion de factores tréficos protectivos (Becerra-
Calixto, A., et al 2018). De hecho, la astrogliosis se esta convirtiendo en un importante
biomarcador y pilar terapéutico de multiples enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrdfica, Huntington, Taupatias y
epilepsia (Harada, R., et al 2022; Wei, Y., et al, 2021; Hou, L., et al, 2021; Small, C., et al,
2022; Patel, H., 2022).
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La necesidad de intercomunicacion astrocito-neurona es imprescindible para la actividad del
SNC. El intercambio molecular entre ambas células requiere la inversion constante de energia
por medio de ATP. La deprivacion energética, por ejemplo, en accidentes cerebrovasculares
isquémicos, resulta en la pérdida del funcionamiento de bombas de Na**/K** en las neuronas
con acumulacion de glutamato en la hendidura sinaptica, que, en estas condiciones pobres de
energia, supera la capacidad de retoma del astrocito; a su vez, la concentracion de calcio
aumenta en ambas células y el Na™ intracitoplasmatico neuronal promueve el ingreso de CI
para neutralizarlo; luego, hay edema celular y muerte neuronal. La neurona puede
recuperarse tras estos eventos mientras el tiempo de depresion energética no se prolongue y
los astrocitos cuenten con buena capacidad morfoldgica y funcional. Estas Gltimas cualidades
del astrocito se van perdiendo con el envejecimiento, lo que en parte podria explicar la
susceptibilidad de un cerebro senil a la deprivacion energética y al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas (Kalia, M., et al, 2021; Verkhratsky A, et al, 2016), como
es explicado también por la acumulacion de glutamato (Martinez-Lozada Z., et al, 2016;
Mazaud D., et al, 2019).

2.3.4. Neurona:
Ademas de la relevancia del astrocito en la UNV, desde los inicios en las investigaciones de

las enfermedades neurodegenerativas, la neurona ha sido el foco celular principal para tratar
de explicar el origen y/o la causa de la patologia. Tal vez por el hecho de que la deficiencia
cognitiva sea una respuesta a la reduccion de la poblacion neuronal y a la pérdida de su
intercomunicacion (Coleman P.D., et al, 1987; Mountjoy C., et al, 1983). La neurona es una
célula altamente especializada y su disposicién polarizada le permite tener extremos pre y
post- sindpticos a través de procesos que se extienden hasta alcanzar incluso un metro de
longitud. Esta disposicion morfol6gica obliga a la neurona a tener mecanismos altamente
sofisticados para recibir, procesar y enviar mensajes intra e intercelularmente (Terenzio, M.,
et al, 2017). La conexidn entre dos neuronas para llevar a cabo su comunicacion es conocida
como sinapsis, un evento que requiere la direccionalidad entre axones, dendritas y soma a
través de moléculas de adhesion sinaptica que permiten el enfrentamiento de un lado
presinaptico encargado de la liberacién de neurotransmisores, luego del estimulo por iones

de calcio y un lado post sinaptico dedicado a la recepcion de esos neurotransmisores. Entre
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ambos extremos se forma un espacio denominado hendidura sinaptica presto para la
liberacion y recepcion neurotransmisora (Sudhof TC., 2021). Sin embargo, estos espacios
sinapticos son susceptibles de la acumulacion de restos proteicos toxicos que marcan los
complejos pre y post sindpticos (Reddy, P. H., et al, 2018), con la consecuente pérdida de la
maquinaria necesaria para llevar a cabo la comunicacion del sistema nervioso, tanto a nivel
excitatorio como a nivel inhibitorio; esta reduccion de la funcionalidad sinéptica se
correlaciona fuertemente con el declive cognitivo en las personas que padecen demencia, ya
que la acumulacién de estos péptidos tdxicos dispara la produccion de moléculas
proinflamatorias que resulta en la activacion fagocitica de la microglia en el giro medio de la
corteza temporal y en la corteza visual primaria, dos tejidos cerebrales caracterizados por
verse afectados en etapas tempranas y en etapas tardias de la EA, respectivamente (Kurucu,
H., et al, 2022; Akhter, R., et al, 2021).

La acumulacion de estos péptidos toxicos en aglomeraciones extracelulares fue observada
por Allois Alzheimer en el tejido cerebral post- mortem de uno de sus pacientes que padecid
déficit cognitivo, cuyas estructuras denomind como placas seniles (Grgntvedt, G. R, et al,
2018) al dia de hoy se conoce que la procedencia de estas estructuras viene de la alteracion
catabdlica de la proteina precursora amiloide (APP) anclada a membranas (Hardy J., Allsop
D. 1991; Selkoe D. J. 1991). En condiciones regulares, esta proteina es conducida por la via
no amiloidogénica y escindida por la enzima alfa secretasa (o-Secretasa) produciendo
fragmentos proteicos que posteriormente son abordados por la enzima gamma secretasa (y-
secretasa) generando péptidos solubles que no alteran la integridad celular, mientras que en
condiciones adversas, el corte inicial sobre APP es realizado por la enzima que cliva a la
proteina amiloide en el sitio beta, B-secretasa 1 (BACE1) dejando segmentos que y -secretasa
corta con la produccidn final de los residuos toxicos amiloides Ap 1-40 y AB 1-42 (Hardy J.,
Allsop D. 1991; Selkoe D. J. 1991). La conformacion estructural de estos residuos les permite
aglomerarse de manera tal que forman placas seniles que se acumulan en el espacio
extracelular. Hasta el momento, estos procesos moleculares han sido el evento de mayor
asociacion con la demencia tipo Alzheimer; sin embargo, los esfuerzos terapéuticos dirigidos
al control de los péptidos toxicos no han sido satisfactorios (Hardy, J. & Selkoe, D. J., 2002;
Aisen, P. S., et al, 2013). Otro de los procesos que ha sido pilar en el afan de explicar la

biologia molecular de la patologia, es la acumulacion de la proteina Tau hiperfosforilada; la
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proteina Tau forma complejos con los microtubulos del citoesqueleto y se encarga de
mantenerlos dinamicos, pero bajo condiciones de estrés celular, esta proteina es
hiperfosforilada, promoviendo su aglomeracion en estructuras neurofibrilares que se
acumulan intracelularmente; esto irrumpe los procesos intracelulares de la neurona tales
como la conduccion y liberacion de vesiculas cargadas de neurotransmisores, Yy
eventualmente la sinapsis (DeKosky ST, Scheff SW. 1990; Jadhav S, et, al, 2015). La
acumulacion de estos aglomerados proteicos tanto a nivel intra como a nivel extracelular,
supone la alteracion o sobrecarga de los elementos organocelulares encargados de la
degradacion proteica. Uno de estos es el sistema de autofagia, el cual requiere la maduracién
de un fago6foro hacia la forma de autofagosoma y posteriormente hacia la fusion con el
lisosoma para formar el autofagolisosoma y degradar cargos proteicos. Sin embargo, la
acumulacién de los residuos de AB y fibrillas de p-Tau genera una sobrecarga para este
sistema e interfiere con el transporte del fagosoma y su maduracién, impidiendo la posterior
fusion con el lisosoma; por lo tanto, la siguiente acumulacion de agregados amiloides y de
fibrillas de p-Tau tendrdn menos chance de ser degradados a través de este sistema (Pickford,
F., etal, 2008; Tammineni, P., et al, 2017; Fang, C., etal, 2021; Chen, X., Li, Y., et al, 2020).
En consideracion con lo anterior, muchos esfuerzos terapéuticos se han enfocado en
direccionar estas proteinas hacia la degradacion, a través de marcajes que conducen al
sistema proteasoma el ingreso de agregados extracelulares de AP hacia el interior celular y
del transporte de residuos de APP hacia el sistema de autofagia con la ayuda de moléculas
chaperonas, que en principio prometen “limpiar” el parénquima cerebral de compuestos
toxicos y la recuperacion de la homeostasis de la UNV (Medina M. 2018; Han, B. H., et al,
2022; Xu, X., et al, 2021). No obstante, los numerosos esfuerzos han fracasado en prevenir
la patologia, probablemente porque demencias como el Alzheimer o demencia vascular, son
dificiles de explicar desde la biologia de una sola célula en particular, y, por el contrario, se
necesite entender la interaccion de un circuito celular compuesto por células endoteliales
vasculares, astrocitos, microglia y neuronas. Esa reduccion de las “basuras proteicas” tal vez
deba ir de la mano con el entendimiento de una variedad de actores celulares que deben ser
comprendidos en conjunto para detectar las posibles causas de la pérdida del mantenimiento

de las actividades béasicas del SNC.
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2.4. LIPIDOS
Ademas de la neurodegeneracion asociada a la amiloidosis y tauopatia, Alois Alzheimer

describio otro marcador neuropatologico del deterioro cognitivo y la demencia, una particular
acumulacién de granulos lipidicos inestables en células gliales (Foley P. 2010), cuyo hallazgo

abrio la posibilidad de relacionar la bioquimica lipidica con el trastorno neurodegenerativo.

Los lipidos aportan el 50% del peso seco del cerebro, convirtiéndolo en el tejido mas rico en
lipidos luego del tejido adiposo (Sastry P.S. 1985). Estos se conforman por un grupo de
moléculas heterogéneas caracterizadas por su composicion de cadenas cortas o largas
hidrocarbonadas que pueden ser simples o estar acomparidas de otras estructuras para formar
triglicéridos, fosfolipidos y esteroles (Burdge, G. C., & Calder, P. C. 2015). Desde que se
propuso el modelo del mosaico fluido, se sabe que estas moléculas son el componente
fundamental de la estructura de la membrana celular y de sus compartimentos 6rgano-

celulares (Casares, D., et al., 2019).

Ademas de determinar la formacion de las membranas celulares, los lipidos gobiernan el
balance energético, el sistema de endomembranas, el aclaramiento de proteinas y las cascadas
de sefalizacion celular (Martinez-Gardeazabal J., et al, 2017). De los lipidos que componen
el SNC, un 50% son fosfolipidos, un 40% glicolipidos, y un 10% colesterol, esteres de
colesterol y trazas de triglicéridos. De las cadenas carbonadas unidas por enlaces covalentes
simples o dobles denominadas &cidos grasos, como unos de los componentes que conforman
los lipidos del cerebro, aproximadamente el 30% son &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (LC-PUFAS), de los cuales el acido docohexaenoico (DHA) y el acido araquiddnico
(AA) son algunos de sus principales representantes (Sastry P.S. 1985). Las observaciones de
acumulos lipidicos en los cerebros de “Alzheimer” y la asociacion de genes relacionados con
el metabolismo y la homeostasis lipidica con la patologia, entre estos la apolipoproteina E
(ApoE) (Mahley RW. 1988; Huang Y, et, 2004; Belloy M, et al, 2019) y el casete
transportador de union a ATP (ABCA), sugieren que los lipidos son moléculas clave en la
funcién y patologia neural (Boehm A, et al, 2016). A continuacion, se describiran algunos

mas asociados con la neurodegeneracion y enfermedades neurologicas:
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2.4.1 Colesterol
El colesterol (CHO) cumple un rol central en las células de mamiferos, sintetizandose a partir

de la ruta de Acetil coenzima A y aportando un 25% de la materia prima que sostiene la
integridad de las membranas lipidicas (Ikonen E., 2008). Es uno de los componentes lipidicos
fundamentales en la formacion de las Balsas lipidicas (BLs) (estructuras membranosas

enriquecidas en CHO y &cidos grasos saturados) (Cordy JM, et al, 2006).

La elevada concentracidon del colesterol aumenta la rigidez de las BLs y promueve el
procesamiento de BACE1 sobre APP, estimulando la activacion de astrocitos, cuyo evento
es caracteristico en el cerebro de personas con Alzheimer (Avila-Mufioz E, Arias C., 2015;
Refolo LM, et al, 1995; Thinakaran G, et al, 1996); ademas, la deficiencia en el transporte
intracelular del colesterol hacia la membrana citoplasmatica, lo retiene en compartimentos
endosomales, donde mantiene asociado a los componentes necesarios para llevar a cabo el
proceso amiloidogénico (Ory DS, 2004) (Malnar M, et al, 2010; Malnar M, et al, 2012),
generando un elevado procesamiento enzimatico sobre APP (Bodovitz S, Klein L., 1996). La
reduccion del colesterol con ayuda de farmacos ha disminuido la concentracion de AB y
fragmentos carboxiterminales B-solubles (B -CTFs) que parten del proceso amiloide,
mientras que la suplementacion permite el aumento de estas subunidades y la disminucion
del producto de la via no amiloidogénica sAPPa (APP soluble alfa) (Simons M, et al, 1998).
Sumado a ello, el control del tamafio de los agregados A esta subordinado bajo el suministro
de altas concentraciones de colesterol (Refolo L, et al, 2000), informacion que sugiere una
relacion directamente proporcional entre el colesterol y el dafio neurovascular por
amiloidosis (Morris MC, Tangney CC, 2014). Aunque esta relacién podria no ser tan simple
e ir mas alla de asociaciones cuantificables, ya que la actividad de BACE1 y la produccion
de AP responden de manera diferencial a diversos productos del colesterol como los
hidroxiesteroles que provienen de su oxidacion. Estos derivados estimulan el procesamiento
de APP, el aumento de agregados A, la hiperfosforilacion de Tau y la formacion de ovillos
neurofibrilares (NFT) (Nelson TJ, Alkon DL., 2005; Melov S, et al, 2007). Por ejemplo, el
7B-hidroxicolesterol presenta actividad pro-apoptotica y es un potente neurotoxico (Farooqui
AA., 2011) el 24(S)-hidroxicolesterol resulta de la oxidacion del colesterol durante el proceso
neurodegenerativo y es liberado desde las neuronas hasta estimular la produccion de

apolipoproteina-E (ApoE) por parte del astrocito, siendo este evento relacionado con un
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mayor dafio neuronal (Leoni V, et al, 2010). Por su parte, el 22(R)-hidroxicolesterol se
comporta como un agente protector de la toxicidad de AP sobre células de teratocarcinoma
neuronal (NT2N), mientras que el 27-hidroxicolesterol influye en el aumento de AP y la

hiperfosforilacion de Tau en roedores modelo de Alzheimer (Farooqui AA., 2011).

2.4.2 Esfingolipidos
Los esfingolipidos son otros componentes fundamentales para mantener la estabilidad de las

balsas lipidicas, entre ellos se comparte la esfingosina como base estructural, formada por la
unién de serina y palmitoil-CoA (Hanada K., 2003). Estos dos ultimos son precursores de
ceramidas, glicoesfingolipidos, gangliosidos y esfingomielina; macromoléculas que se
sintetizan de novo gracias a la actividad enzimética de la serina-palmitoil CoA transferasa
(SPT) sobre la serina y el palmitoil-CoA. Se ha observado que la subunidad catalitica
SPTLC2 de esta transferasa se ve afectada por la ausencia del dominio intracelular de APP
(AICD), elevando la expresion de SPTLC2 y su actividad enzimatica. Este fendmeno se
evidencio en tejidos post-mortem de cerebros humanos con alteraciones en las subunidades
cataliticas presenilinas 1 y 2 (PSN1/2) de y-secretasa, mutaciones asociadas con Alzheimer
del tipo familiar (FAD) (Hanada K, 2003).

La esfingosina 1 fosfato (S1P) es una presentacion fosforilada de la esfingosina. Para
alcanzar este estado se requiere de la actividad enzimética de la esfingosina quinasa 2
(SphK2). A causa del aumento de los péptidos AP, SphK2 migra de manera anormal desde
el citoplasma hacia el nacleo neuronal donde es detectada en su forma escindida. Debido a
que el aumento de S1P se ha asociado con proteccion, crecimiento y proliferacion neuronal,
la disminucion de SphK2 en el citoplasma es un indicador de vulnerabilidad de la neurona
(Hanada K., 2003). Del mismo modo, el isomero de SphK2, la esfingosina quinasa 1 (SphK1)
tambien es afectada por el oligobmero AP 1-42. La inhibicion de SphK1 por parte de estos
péptidos desencadena la expresion de proteinas proapoptéticas, ROS y la inviabilidad de
células tumorales de roedor. A pesar de estos hallazgos, Takasugi y colaboradores,
observaron que al utilizar inhibidores de SphK1 y S1P se disminuyeron los péptidos [3-
amiloides, y ademas concluyeron que S1P puede unirse al dominio transmembrana de

BACEL y asi modular positivamente su actividad amiloidogénica. Este comportamiento fue
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observado en tejidos cerebrales de Alzheimer esporadico. Estos resultados son
contradictorios, pero podrian marcar diferencias entre diferentes tipos de Alzheimer, lo cual
deberé ser estudiado al detalle (Cieslik M, et al, 2015).

Complementariamente, las ceramidas son un tipo de esfingolipido cuya estructura molecular
es central en la via de sintesis de las diferentes especies de esfingolipidos implicados en
funciones celulares como numerosas vias de sefializacion (Mencarelli C, Martinez-Martinez
P, 2013), Dichas moléculas sufren alteraciones desde los primeros estadios del progreso de
la enfermedad a causa del incremento en la expresion de los genes que controlan su
sintesis,acumulando y estimulando la produccion de ROS, la activacion de vias
proapoptdticas y la disminucion de factores protectores antiapoptéticos, como la S1P (Katsel
P, et al, 2007). Las ceramidas son lipidos que responden positivamente al envejecimiento, y
en las personas que padecen EA los niveles de ceramida cerebral suelen ser mucho mas altos
que los niveles presentes en las personas sanas (Han X, et al, 2002). Sumado a esto, estas
moléculas tienen la capacidad de direccionar el corte de BACE1 sobre APP, promoviendo la
sintesis de los péptidos AP a través de la estabilizacion de BACE1 ya expresada (Puglielli L,
et al, 2003); probablemente la regulacion positiva de la actividad de BACEL por parte de las
ceramidas se dé a partir del aumento de éstas a través de la hidrolisis de la esfingomielina
(SM) porque, como lo plantean Slotte y colaboradores, la estabilidad del colesterol en las
balsas lipidicas, requiere de SM, que al ser hidrolizada permite al colesterol desprenderse, y
quizas viajar a dominios intracelulares, en donde estimula la actividad amiloidogénica
(Cordy JM, et al, 2006; Refolo LM, et al, 1995; Thinakaran G, et al., 1996).

Ademaés de potenciar la biogénesis de los péptidos amiloides, la interaccion entre AP y los
esfingolipidos estimula la formacion de agregados A. Esto se debe a que los fragmentos A3
se unen a la cara externa de la membrana celular a través del gangliosido GM1, un tipo de
esfingolipido de membrana cuya estructura presenta en el extremo que limita con el espacio
extracelular, una ramificacion de &cido sialico con afinidad por las subunidades Ap. Las
primeras subunidades AP del agregado sirven como plantilla para que mas subunidades se
retnan y conformen los cumulos fibrosos alrededor de las membranas neuronales (Hirano-
Sakamaki W, et al, 2015). En ese sentido, podriamos pensar que GM1 es un promotor de la

neurodegeneracion, aunque esta sugerencia debe depender de un adecuado balance, ya que
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su participacion positiva en la formacion de los agregados AP se ve reflejada cuando sus
niveles neuronales estan por encima de un nivel fisiologico, permitiendo que varias unidades
de GM1 capturen péptidos AP que se van anexando entre si para formar los agregados;
mientras que los niveles fisiologicos de GM1, por el contrario, retienen pocas subunidades
AP e impiden que los mismos se agreguen. Ademads, la ausencia de GM1 dejaria los
fragmentos AP a merced de ser anexados a la membrana por medio de otros lipidos como
SM. Considerando lo anterior, este gangliosisdo GM1, a niveles fisiol6gicos se comporta
como un factor neuroprotector, pero por encima de estas cantidades, se comporta como un

potente precursor de eventos neurodegenerativos (Amaro M, Sachl R, et al, 2016).

2.4.3 Fosfolipidos
Los fosfolipidos son los constituyentes fundamentales de las membranas celulares y

organocelulares, y de sus caracteristicas particulares se determina la curvatura, polaridad,
rigidez y fluidez membranosa (Amaro M, et al, 2016). Estan compuestos por una cabeza
polar que le da su identidad: colina, serina, etanolamina, formando fosfatidilcolina (PC),
fosfatidil serina (PS), fosfatidil inositol (P1) y fosfatidiletanolamina (PE), respectivamente;
ademas, cuentan con un glicerol, y acidos grasos cuyas cadenas carbonadas pueden estar
totalmente saturadas o presentar insaturaciones o dobles enlaces entre sus carbonos (Vance
J. E. 2015).

Cuando sectores de la membrana estan constituidos en su mayoria por fosfolipidos ricos en
acidos grasos insaturados, su caracteristica estructural tiende a ser flexible, mientras que los
sectores ricos en acidos grasos saturados conforman estructuras de consistencia mas rigida
(Ménesi D, et al, 2009). Estos sectores rigidos dentro de la membrana explican la formacion
de las BLs que en un sentido mas estricto son definidas por el Simposio Keystone de 2006
especificamente como “Balsas de membrana de dominios pequefios de 10 a 200 nm,
heterogéneos, altamente dindmicos, enriquecidos con esterol y esfingolipidos que
compartimentan los procesos celulares, cuyas balsas pequefias a veces se pueden estabilizar
para formar plataformas mas grandes a través de interacciones proteina-proteina y proteina-
lipidos"(Pike LJ, 2006) (Figura 3).
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2.4.4 Lipidos y neurodegeneracion:
Las BLs enriquecidas en colesterol, esfingolipidos y fosfolipidos prestan un adecuado

entorno para el anclaje, funcionalidad e interaccion de multiples proteinas (Ménesi D, et al,
2009), entre estas, las proteinas que participan en la via amiloidogénica, la APP, BACE1ly
y-secretasa, que encuentran en las BLs el ambiente adecuado para llevar a cabo la activacion
de la via amiloidogénica e incluso el destino de sus productos cataliticos (Parkin ET, et al,
1999; Kalvodova L, et al, 2005; Cordy JM, et al, 2006) (Figura 3A). Los lipidos controlan
entonces la formacion de estas plataformas y a su vez la produccion masiva de dimeros de
AP tanto a nivel celular como sinaptosomal ( Kawarabayashi, T., et al, 2022), gracias a que
sus dominios son ricos en colesterol, donde se ancla la enzima BACE1 (Dai G., 2022),
facilitando su acceso para cortar APP en compartimentos endosomales, donde su
procesamiento es mas acelerado, lo cual ha sido aprovechado como una base terapéutica para
reducir la via amiloidogénica a través de glicosilaciones para que su trafico intracelular se
vea truncado y no logre llegar a balsas lipidicas de ubicacion en endosomas (Kwon, O. H.,
et al, 2021). Por su parte, otros modelos sugieren que la evolucion de los estadios de la
enfermedad, segun Braak, se refleja en el aumento de tamafio y en la reduccion del nimero

de las balsas lipidicas, es decir, como si se tratase de la preparacion de un extenso campo
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Figura 3. Fosfolipidos (PLs), balsas lipidicas y produccion de péptidos téxicos: (A) Balsa lipidica, sector
enriquecido en fosfolipidos conformados por acidos grasos saturados, también por esfingolipidos y
colesterol que mantienen unidos a BACE1 y APP. (B) Sectores ricos en fosfolipidos con &cidos grasos
insaturados donde es menos probable en anclaje de precursores de péptidos tdxicos. (C) Sobreproduccion
de péptidos téxicos. (D) Enzimas (desaturasas, lipasas, elongasas) que participan en la formacién lipidica de
los sectores de membrana.

Material gréfico disponible en:
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membranoso para la ubicacion de los materiales precursores de los péptidos amiloides
(Santos, G., & Diaz, M. 2021). El sistema de transporte entre reticulo endoplasmico, red de
trans Golgi y membrana citoplasmaética, permiten que BACEL y APP sean reciclados en la
membrana luego de su traduccion y posteriormente puedan ser endocitados. Una vez esto
sucede, son llevados a endosomas tempranos y tardios, cuyo pH &cido provee el ambiente
idoneo donde BACEL y y-secretasa ejercen su catalisis sobre APP con la produccién de
péptidos AP; el trafico disfuncional de endomembranas entre estos compartimentos parece
dar una explicacién a la produccion aberrante de AB y la disrupcion sinaptica (Selkoe D.,
1994; Takami M, et al, 2009; Peters F, et al, 2018; Fourriere, L., & Gleeson, P. A. 2021,
Maesako, M., et al, 2022).

La estabilidad de este sistema endosoma-autofagolisosoma ha permitido el aclaramiento y
la reduccién de los acumulos de AP en modelos animales de Alzheimer (mutantes
APP/PSN1) (Guo, X., etal, 2021; Androuin, A., et al, 2022). Se ha visto que el silenciamiento
de BACEL en cultivos primarios de neuronas reduce los agregados de p-Tau y que esta
reduccion depende del sistema de autofagia, donde la formacién del autofagosoma depende
de la lipidacion con fosfatidiletanolamina, cuya inhibicién impide la reduccién de p-Tau bajo
el silenciamiento de BACEL (Piedrahita, D., et al, 2016). Por otro lado, la fagocitosis de estos
agregados de AP y también de p-Tau depende de la exposicion de la microglia a &cidos
grasos, como el alfa-linoleico que induce la fagocitosis y el aclaramiento intracelular de estos
restos proteicos por parte de estas células. Ademas, la sobreactividad inflamatoria ejercida
por la microglia requiere de la presencia de acidos grasos omega-3, particularmente el acido
docohexanoico y el acido eicosapentanoico (Desale, S. E., & Chinnathambi, S. 2021), lo que
en cierta medida puede explicar las alteraciones inflamatorias del SNC bajo dietas pobres en
acidos grasos esenciales y la necesidad del balance lipidico en el sistema de endomembranas

para mantener el aclaramiento de agregados proteicos y la homeostasis celular.

Otro actor fundamental en los procesos lipidicos degenerativos son la desaturasas, entre estas,
la enzima desaturasa de acidos grasos monoinsaturados, la steaoryl coenzima A desaturasa
1 (SCD1), es de gran importancia para el metabolismo lipidico dentro de la UNV. Cuenta

con cuatro isoformas en el genoma del ratén (1-4) y s6lo dos en el genoma humano (1 y 5),
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siendo la isoforma 1 expresada en higado, pulmones, corazédn, cerebro, pancreas, tejido
adiposo adulto y musculo esquelético, mientras que la isoforma 5 solo es expresada en
cerebro y pancreas, siendo las enzimas SCD1 de raton y humano compatibles en un 85% de
homologia, mientras que la isoforma 5 humana difiere considerablemente de todas las
isoformas de roedores (Wang, J., et al, 2005). Esta enzima se encarga de tomar acidos grasos
saturados, en especial palmitoil-CoA (16:0) y estearoil-CoA (18:0) para introducirles un
doble enlace cis en la posicion delta 9 (entre los carbonos 9 y 10) de la cadena carbonada. De
este modo, se obtienen los acidos grasos monoinsaturados palmitoleico (16:1) y oléico (18:1)
que son los mas abundantes en fosfolipidos, esteres de colesterol y trigliceridos, y que sirven
como plantilla para que otras enzimas poli-insaturasas puedan generar la extensa gama de
PUFAs (Uto Y., 2016). Dentro de la asociacion de la enfermedad de Alzheimer con
desordenes del metabolismo lipidico (Chan, R. B., et al, 2012), la enzima SCD1 ha entrado
en escena (Astarita, G., et al, 2011), pero hasta ahora, los mecanismos moleculares por los
cuales esta enzima se asocia con el desarrollo de la enfermedad, son desconocidos. Sin
embargo, es posible que la identidad de los fosfolipidos ingresados a la neurona luego de ser
procesados por la SCD1 astrocitica (Polo-Hernandez, E., et al, 2014; Polo-Hernandez, E., et
al, 2010), sea un factor esencial en el establecimeinto del balance lipidico neuronal. De
hecho, en los tejidos de cerebro de pacientes con Alzheimer se ha logrado determinar que
ademas de la elevacion de MUFAs, también hay una sobreexpresion de mRNA que codifica
para la SCD1 (Astarita, G., et al, 2011), mientras que en cultivos primarios de neuronas la
disminucion de marcadores de inflamacion y de demencia como cPLAZ2, ciclooxigenasa 2
(COX2) y p-Tau, tras el silenciamiento de BACEL, requiere de la participacion de esta
desaturasa (Villamil-Ortiz, J. G., et al, 2018), y en macrofagos, los péptidos AP disparan
moléculas de inflamacion al parecer mediados por la sobreexpresion de SCD1 (Uryu, S., et
al, 2003).

A pesar de que no es claro el papel que tiene la elevacion de SCD1 en el desarrollo de la
patologia, ni el papel que pueden desempefiar estos MUFAS, se conoce que SCD1 es pieza
fundamental en los desdrdenes metabolicos periféricos, tales como la hiperlipidemia y la
resistencia a la insulina (Antu, K. A., et al, 2016), cuyas consecuencias se ven reflejadas en
la pérdida de la homeostasis energética y la conduccion a eventos de hipoxia en el tejido

cerebral (Szablewski L., 2017). De acuerdo al aumento de estos MUFAs asociados a la
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enfermedad, se ha sugerido que podrian causar dafio por afectar la proporcion o reemplazar
acidos grasos esenciales poli-insaturados (PUFAS) como el DHA, cuya carencia esta
relacionada con desordenes neuroldgicos (Starc¢evi¢, K., et al, 2018). Se ha descrito que los
MUFASs son precursores de otros acidos grasos insaturados como mecanismo de proteccion
de la funcion cognitiva, por lo menos, si consideramos que una dieta rica en estos PUFAs,
puede prevenir la demencia durante el envejecimiento (Assmann, K. E., et al, 2018); asi, por
el contrario, las dietas ricas en SFAs se asocian con mayor susceptibilidad de padecer la
enfermedad (Solfrizzi, V., et al, 2005). Lo que es consistente con los acidos grasos saturados
que ingresan desde la circulacién al parénquima y una vez alli son insaturados por la SCD1
astrocitaria para formar &acido oleico, con el fin de alimentar el desarrollo de la
sinaptogénesis, la migracion, la axonogénesis y el crecimiento neuronal (Polo-Hernandez,
E., etal, 2014; Polo-Hernandez, E., et al, 2010), indicando que en un escenario de crecimiento
celular se requiere de la obtencion tanto de MUFASs como de PUFAs. Esto explica porqué en
los tumores cancerigenos se requiere el reclutamiento excesivo de nuevos acidos grasos para
formar sus estructuras celulares y por qué el tratamiento con inhibidores de SCD1 es
prometedor en carcinomas renales, carcinomas anaplasicos de la tiroides y en cultivos de
células cancerigenas donde el suplemento de suero rico en acidos grasos reduce el éxito de
la inhibicién de SCD1.

Bajo esta premisa, la inhibicion de SCD1 promete para el tratamiento de la carcinogénesis,
ademas de enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como el Alzheimer, dénde, a
pesar de no haber un desarrollo celular masivo, hay una necesidad por mantener la integridad
de las neuronas maduras, donde el ingreso de MUFAs y PUFAs al no ser una necesidad
celular basica, se da un exceso de lipidos que irrumpen la recuperacion y forman material
precursor de procesos inflamatorios (Roongta, U. V., et al, 2011; Xin, Z., et al, 2008). Con
todo esto, la sobreexpresion de SCD1 apunta a ser un buen biomarcador de la agresividad de
ciertos tipos de cancer y en un biomarcador de seguimiento a la respuesta a los tratamientos
de la enfermedad. Y en cuanto a la EA, otras observaciones indican que SCD1 puede influir
en la maduracion del autofagosoma a través de la induccidn en la transicién de la proteina
asociada a microtubulos desde su forma citoplasméatica LC3-1 a su forma adherida a
autofagosoma LC3-11, paso que se requiere para que el autofagosoma pueda madurar (Huang,

G. M., et al, 2015). Mientras que la reduccién de SCD1 en circulacion disminuye la relacion
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18:1/18:0 en plasma y en especial en VLDL, lipoproteinas que pueden cruzar la BHE en
condiciones de debilitamiento y que estan presentes en tejidos cerebrales humanos o modelos
animales neurodegenerativos (Peter, A., et al, 2009). Ademas, el indice de saturacién
(relacion 16:1/16:0) esta elevado en la corteza frontal media de pacientes que presentan los
mas bajos puntajes en test neuroldgicos (Astarita, G., et al, 2011), por lo que cobra sentido
el hecho de que la elevacion de SCD1 y sus productos metabdlicos esten asociados con la
enfermedad. Sin embargo, los mecanismos moleculares de la relacion de SCD1 con la
neurodegeneracion siguen siendo un enigma porque es dificil explicar que la sobreexpresion
de SCD1 en cultivos de neuronas con expresion de APP resulten en el aumento de secrecién
de de AP 1-42, cuando se supone que el fundamento de la via amiloidogénica parte del
sustento de sus precursores proteicos y enzimaticos en balsas lipidicas ricas en &cidos grasos
saturados y no en acidos grasos insaturados. De acuerdo a esto, la asociacion de SCD1 con
el dafio neuronal podria deberse a una actividad toxica de los MUFASs hacia neuronas
comprometidas en medio de un evento adverso (Bartel, P.L., et al, 2007) y es por esto que el
aumento en la diferencia entre la relacion de MUFAs y SFA, sea directamente proporcional
a la obtencidn de los puntajes mas bajos en un test de competencia cognitiva en pacientes
con Alzheimer (Astarita, G., et al, 2011). Finalmente, dentro de la UNV, el astrocito es la
célula en especial, donde SCD1 lleva a cabo la desaturacion de los éacidos grasos que
eventualmente serviran de materia prima para las diferentes necesidades requeridas por la
neurona (Polo-Hernandez, E., et al, 2014; Polo-Hernandez, E., et al, 2010), por lo que el
metabolismo lipidico desde el astrocito es fundamental para el equilibrio homeostéatico dentro
de la UNV. Ademas, el cambio en la firma lipidica tanto en el cerebro como en otros tejidos
relacionados puede ser testigo de procesos patolégicos en curso, y tal vez, procesos de

recuperacion. De acuerdo a lo anterior, nos planteamos la siguiente pregunta:

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION:
¢Cual es el efecto de la supresion de BACE1 y SCD1 en un contexto isquémico in vivo y la

toxicidad por glutamato in vitro sobre la composicion de acidos grasos de fosfolipidos en

componentes de la unidad neurovascular?
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4. HIPOTESIS:

La supresion de BACE1-SCD1 puede recuperar el perfil lipidico del hipocampo en un
modelo in vivo de isquemia cerebral y esa inhibicion BACE1-SCD1 en astrocitos puede
recuperar el desbalance de fosfolipidos en neuronas y endotelio bajo un contexto de toxicidad

por glutamato.

5. OBJETIVOS:

5.1 Objetivo general:
Determinar el efecto de la inhibicién de BACE1 y SCD1 sobre el perfil diferencial de

fosfolipidos en un modelo in vivo de isquemia cerebral y en el astrocito en cocultivo con

neuronas y endotelio en un contexto de toxicidad por glutamato.

5.2 Objetivos especificos:
o Analizar el efecto de la supresion de BACE1 y SCD1 en un modelo in vivo isquémico

sobre la composicion de acidos grasos de fosfolipidos en  muestras de suero,
hipocampo y LCR.

o Evaluar el efecto de la inhibicion de BACEL1 y SCD1 en los astrocitos sobre la
viabilidad neuronal y endotelial, en un modelo de cocultivo astrocito-neurona y

astrocito-endotelio, en un contexto de toxicidad por glutamato.

o Analizar el efecto de la inhibicién de BACEL1 y SCD1 en los astrocitos sobre la
composicion de acidos grasos de fosfolipidos en un modelo de cocultivo astrocito-

neurona y astrocito-endotelio en un contexto de toxicidad por glutamato.
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6. MATERIALES Y METODOS:
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Figura 4. Flujograma de la metodologia: (A) De animales isquémicos, silenciados para BACE1-SCD1y
sometidos a test neuroldgicos, (B) se extrajo el material lipidico de hipocampo, LCR y suero para ser
analizado por espectrometria de masas. (C) Se cocultivaron neuronas y endotelio con astrocitos inhibidos
para BACE1-SCD1 y se sometieron a estrés por glutamato, (D) para luego analizar las células por
inmunofluorescencia, LDH y extraer su material lipidico, para ser evaluado por espectrometria de masas,
y finalmente procesar los datos con el programa estadistico SPSS.
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6.1 Animales:

Los procedimientos realizados en animales fueron llevados a cabo de acuerdo a las pautas
ARRIVE, la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio 8th edicion publicada en
el NIH y los estandares colombianos segun la ley 84/1989 y la resolucion 8430/1993. Los
experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacion Animal de
la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

Se utilizaron ratas macho albinas Wistar, que fueron mantenidas en una colonia libre de
patdgenos en el vivario de la Sede de Investigacion Universitaria -SIU, de la Universidad de
Antioquia, Medellin, Colombia. Fueron mantenidad en un ciclo luz/oscuridad 12:12 horas y
recibieron alimentacion y agua ad libitum, con cuidados especiales para minimizar el
sufrimiento y reducir el nimero de animales usados. El peso de los animales oscil6 entre los
380y 450 g.

6.2 Silenciamiento de BACEL y silenciamiento de SCDL1 in vivo

Los animales fueron anestesiados con ketamina al 5% y xilacina al 2%, en una dosis 50:5
mg/kg e inyectados con 1uL de un vector viral adenoasociado que expresa una secuencia
corta desordenada AAV2-shSCRmiR (shSCRmiR) 6 una secuencia corta dirigida contra el
RNA de BACE1 AAV2-shBACE1miR (shBACE1miR) en las coordenadas bregma 2.52mm
anteroposterior, 0.8 mm a la derecha y 3.6 mm dorsoventral del hipocampo derecho. Estas
inyecciones fueron realizadas con una jeringa de 10uL (Hamilton, Reno, NV, USA) a 0.1
pL/min y luego de 10 minutos transcurridos después de la infusion, se retird la jeringa.
Sumado a esto, después de 30 minutos de la isquemia cerebral global, los animales fueron
inyectados con 2uL de lentivirus con secuencias cortas desordenadas de RNA (shSCR) o
secuencias cortas de RNA contra SCD1 (shSCD1) (Santa Cruz, Biotech) en las coordenadas
bregma 2.52mm anteroposterior, 0.8 mm a la derecha y 3.6 mm dorsoventral del hipocampo
derecho, con una jeringa de 10uL (Hamilton, Reno, NV, USA) a 0.1 pL/min y el retiro de
la jeringa luego de 10 minutos transcurridos después de la infusidn. Finalmente, se realizaron
los test neuroldgicos y luego de transcurrido un mes pos-isquemia, los animales fueron

sacrificados para realizar el anlisis lipidico.
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6.3 Isquemia cerebral global (2-VO)

Luego de una semana de haber realizado la inyeccion con el ShBACE1miR, los animales
fueron anestesiados usando ketamina (60 mg/kg) xilacina (5mg/kg) y recibieron isoflurano
entre 2 y 4% mezclado con 96% de oxigeno a través de una maquina de inhalacién para
anestesia. Se implement6 una variacion del modelo de isquemia cerebral global, utilizando
la oclusion de 2 vasos (2-VO) (Marosi et al., 2006). Se ocluyé de manera permanente la
arteria carotida comun (CCA) derecha usando una sutura de nylon calibre 6.0 (Corpaul,
Bogot4, Colombia), y la CCA izquierda fue obstruida por 20 minutos usando un clip vascular,
el cual fue retirado permitiendo la reperfusion sanguinea. Mientras que las ratas control

(sham) recibieron el mismo procedimiento sin la oclusion de CCA.

6.4 Evaluacién neuroldgica
6.4.1 Test de Garcia

El rendimiento neurolégico fue evaluado 6 horas después de realizada la isquemia cerebral.
Se trabajé sobre un puntaje total de 18 puntos basado en el test de Garcia (Garcia et al.,1995).
El puntaje neuroldgico se dividié en 6 subtest diferentes: 1) Actividad espontanea, 2) simetria
en el movimiento de las extremidades, 3) Estiramiento de la pata delantera, 4) Escalada, 5)
Propiocepcién del cuerpo y 6) Respuesta al tacto vibratorio. Cada test tuvo un maximo de 3
puntos basado en un set de criterios predeterminados, como fue descrito por Garcia et al. Se
sumo el puntaje de cada test, donde el maximo de 18 puntos indicaba ausencia de déficit
neurolégico, mientras que el puntaje mas bajo posible seria de tres, indicando un dafio severo.

Las evaluaciones neurolégicas se realizaron diariamente en el mismo orden.

6.4.2 Test del plano inclinado:

Seis horas despues de la cirugia 2-VO y por los siguientes siete dias, se evalué la capacidad
de cada animal para mantener la estabilidad de su postura usando el test del plano inclinado.
Las ratas se colocaron sobre una superficie de madera lisa cubierta con una almohadilla de
goma y se procedio a la inclinacion del plano. El eje del cuerpo es paralelo al eje vertical del

plano. El angulo del plano fue incrementado 5 grados cada trial. El &ngulo relativo al cual las
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ratas no podian mantenerse en posicion por 10 segundos fue anotado como el puntaje final y

se consideré como una medida de dafio funcional.

6.4.3 Test del laberinto acuatico de Morris:

Los animales fueron evaluados usando el test del laberinto acuatico de Morrisdos semanas
luego de la inyeccion con shBACEmIR y una semana luego de la isquemia 2-VO y la
inyeccion de shSCDL. El test fue llevado a cabo en un tanque de plastico de color negro con
agua entre los 22 £+ 2 °C, donde una plataforma de 12 cm de diametro fue sumergida 3 cm
bajo la superficie durante las pruebas de aprendizaje espacial, memoria y re-aprendizaje, y
1.5 cm por encima de la superficie del agua durante la prueba de visibilidad. Se mantuvieron
sefiales visuales alrededor del cuarto durante el experimento. Seis sesiones fueron realizadas
para el desarrollo de la evaluacion de aprendizaje. Y cada sesion consistid en cuatro subtriales
sucesivos (cada trial durd 90 segundos y el tiempo entre triales fue de 30 segundos), cada
subtrial comenzo con cada rata situada de manera aleatoria en una de cuatro localizaciones
de inicio (N, S, W, E). Los animales fueron entonces provistos de 48 horas como periodo de
retencidn, seguido de una prueba de referencia espacial de la memoria, en la cual los animales
fueron situados en el tanque sin la plataforma por 90 segundos. La latencia, fue grabada como
el tiempo que tardaba el animal en pasar por el sitio exacto donde estaba ubicada la
plataforma. Sunsecuentemente, la plataforma fue movida a una nueva localizacion. La
habilidad de cada animal para aprender la nueva localizacion fue medida como la latencia en
cuatro sesiones llevadas a cabo de la misma manera que la fase de aprendizaje. La latencia
para llegar a la plataforma fue evaluada usando una plataforma visible para controlar otros
posibles factores de intervencion como habilidades visual-motoras o de motivacion entre los
grupos experimentales. EI comportamiento de los animales fue grabado usando un sistema

automatizado (Viewpoint, Lyon, France).
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6.5 Analisis de lipidos

6.5.1 Analisis de lipidos de muestras de animales y cultivos celulares:
Aproximadamente 0.5 g de hipocampo, 0.01 ml de fluido cerebroespinal (CSF) y 0.5 ml de

suero de ratas isquémicas silenciadas para BACE1-SCD1 directamente sobre el hipocampo
(coordenadas bregma: 2,52 mm anteroposterior, 0.8 mm derecha, y 3,6 mm dorsoventral), y
1.5 x 10° neuronas y células endoteliales cocultivadas con astrocitos inhibidos para BACE1-
SCD1 y suspendidas en buffer salino fosfatado al 1% (PBS 1%) fueron procesados
individualmente de acuerdo a la técnica de Folch para la extraccion de lipidos (Folch et al.,
1957) usando una mezcla de 2 ml de cloroformo (CHClIs) y 1 ml de metanol (CH3OH) en una
relacién 2:1 (v/v). Luego se adiciond 0.005% de hidroxitolueno butilado y con esta mezcla
se homogenizaron las muestras. Luego, 1 ml de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9% fue
adicionado y la mezcla total fue centrifugada a 3000 rpm por 3 minutos. La fase orgéanica (la
fase méas baja) fue removida y transferida a un tubo de vidrio. El solvente organico fue
evaporado y a los extractos liofilizados restantes se les removid el exceso de humedad. Estos
lipidos secos fueron en promedio 7,1 mg para el hipocampo derecho, 0,28 mg para el CSF y

2.9 mg para el suero. Finalmente, los lipidos fueron analizados por espectrometria de masas.

6.5.2 Espectrometria de masas
Se utiliz6 un método automatizado (ESI-MS/MS). La adquisicién de los datos fue realizada

por el Centro en Investigacion Lipidémica de la Universidad de Kansas usando un sistema
de deteccidén API 4000™ y QTRAP (4000 QTRAP) como fue descrito por Zhou et al.,2012.
El protocolo permitié la deteccion y cuantificacion de bajas concentraciones de componentes
lipidicos polares. La identidad de las moléculas fue determinada por la razon masa/carga que
luego fue comparada con sus estandares internos respectivos para definir cada una de las
especies lipidicas que se encontraban en el extracto evaluado: 0.30 nmol de 14:0 LPG (liso-
fosfatidilglicerol), 0.30 nmol de 18:0 LPG, 0.30 nmol de 14:0 PG (fosfatidilglicerol), 0.30
nmol de 14:0 LPE (liso-fosfatidiletanolamina), 0.30 nmol de 18:0 LPE, 0.60 nmol de 13:0
LPC (liso-fosfatidilcolina), 0.60 nmol de 19:0 LPC, 0.60 nmol de 12:0 PC (fosfatidilcolina),
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0.60 nmol de 24:1 PC, 0.30 nmol de 14:0 LPA (liso-acido fosfatidico), 0.30 nmol de 18:0
LPA, 0.30 nmol de 14:0 PA (acido fosfatidico), 0.30 nmol de 20:0 (phytanoyl)-PA, 0.20
nmol de 14:0 PS (fosfatidilserina), 0.20 nmol de Phy PS, 0.28 nmol de 16:0-18:0 PI
(fosfatidilinositol), and 0.10 nmol de 18:0 PI. El sistema identifico 13 especies diferentes de
lipidos y sus respectivas subespecies, las cuales fueron reconocidas por su nimero de
carbonos y el grado de insaturacion de sus cadenas carbonadas. La concentracién de lipidos
fue normalizada a la concentracion molar para todas las especies segun el peso de cada

muestra. Los datos finales fueron presentados como % mol promedio.

6.6 Cultivos celulares

6.6.1 Cultivo primario de astrocitos de neonatos de rata Wistar
Los astrocitos fueron obtenidos desde cultivos primarios de astrocitos corticales del

cerebro de ratas Wistar con una edad post-natal de un dia, como fue descrito previamente
(Posada-Duque et al., 2015). Las cortezas fueron diseccionadas utilizando una mezcla de
tripsina/EDTA al 0.25% (Gibco, 15400054, Waltham, Massachusetts, USA) por 15 minutos.
Luego fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos y se retiré la mayor cantidad posible
de la solucion tripsina/EDTA. El material celular restante fue resuspendido en DMEM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, US), cultivado en frascos T75 (superficie de area de 75
cm?) y mantenido en el medio DMEM suplementado con suero bovino fetal (SBF 10%) y
con una mezcla de antibidticos al 1% de penicilina-streptomicina (Gibco). Luego, las células
se incubaron a 37°C con 5% de CO>. El medio de cultivo fue cambiado con una frecuencia
de dos dias. Aproximadamente entre el dia in vitro (DIV) 8 a 10, los frascos fueron sometidos
a agitacion de 350 rpm por tres dias con cambiosintermedios de medio nuevo DMEM para
retirar la mayor cantidad posible de microglia y oligodendrocitos contaminantes. Y en estas

condiciones se mantuvieron hasta subcultivarlos en platos de 12 pozos.

6.6.2 Cultivo de células endoteliales, linea celular bEnd.3
La linea celular endotelial de microvascultaura de cerebro murino bEnd.3 (ATCC CRL-2299,

Manassas, Virginia, US) se utilizd como un modelo de endotelio vascular como fue descrito
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previamente (Becerra-Calixto et al., 2018). Las células bEnd.3 fueron descongeladas en cajas
de cristal de polyestireno (petri) de 100 mm (p100) en DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado con suero bovino fetal (SBF 20%) y con una mezcla de antibioticos al 1% de
penicilina-streptomicina (Gibco), y llevadas a 37°C con 5% de CO2. Luego de 24 horas el
medio fue reemplazado por medio de mantenimiento (DMEM con 10% SBF y 1% penicilina-

streptomicina) y mantenidas en 37°C con 5% de CO..

Luego se realizaron subcultivos utilizando tripsina/EDTA al 0.25% (Gibco, 15400054) por
5 minutos y entonces fueron subcultivadas en platos de 12 pozos con cristales cubiertos con

un polimero de gelatina y llevadas a una densidad de 1.5 x 10° células por pozo.

6.6.3 Cultivo primario de neuronas de embriones de rata Wistar
Las neuronas fueron obtenidas de la corteza de ratas Wistar con una edad embrionaria entre

el dia 18 y 19 (E18-19). Estas cortezas fueron diseccionadas utilizando una mezcla de
tripsina/EDTA al 0.25% (Gibco, 15400054) por 15 minutos. Luego fueron centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos y se retird la mayor cantidad posible de la solucién tripsins/EDTA.
El material celular resultante fue resuspendido en medio platting (DMEM, suero de caballo
10% y penicilina-streptomicina 1%) y cultivado en platos de 12 pozos con cristales
recubiertos de poly-L-lysina (Sigma-Aldrich, St, Louis, Missouri, USA) y con cuatro puntos
de parafina en sus extremos, la concentracion celular fue llevada a 1.5X10° células por pozo.
Luego de dos horas, el medio platting fue cambiado por medio neurobasal (Gibco ™
21103049, Rockville, Maryland, USA), el cual contenia suplemento B-27 (Sigma-Aldrich),
albumina de huevo de pollo (Sigma-Aldrich) y una mezclade antibi6ticos al 1% de
penicilina-streptomicina (Gibco) y citosina arabinésido (AraC) a una concentracion 500nm
para impedir el crecimiento de células gliales. Al dia siguiente el AraC fue diluido a 50nmy
las células fueron mantenidas en estas condiciones hasta realizar el cocultivo con los

astrocitos.

6.6.4 Cocultivo de astrocitos y endotelio
En el DIV11 los astrocitos se tripsinizaron nuevamente utilizando la mezcla de

tripsina/EDTA al 0.25% (Gibco, 15400054) por 5 minutos y entonces fueron subcultivados

en cristales en platos de 12 pozos, a una densidad de 1.5 X10° células por pozo.

50



Las células bEnd.3 fueron también subcultivadas en cristales gelatinizados con cuatro puntos
de parafina en sus extremos y alli se mantuvieron hasta que los astrocitos alcanzaran el
DIV15, fecha en la cual se realiz6 el cocultivo. Los puntos de parafina permiten superponer
el cristal de los astrocitos sobre el cristal de las células endoteliales sin que ambas células
estuviesen en contacto directo para evitar el dafio mecanico y permitir compartir el medio de
cultivo. En el DIV15 de los astrocitos se hizo el montaje del cocultivo y ambas células se
mantuvieron en 37°C con 5% de CO.. En el DIV21 de los astrocitos, el cocultivo fue
desensamblado para inhibir BACEL y SCD1 solamente en los astrocitos y luego de 24 horas,
el cocultivo fue ensamblado y tratado con glutamato 125 pM (Becerra-Calixto et al., 2018).
Al DIV23 se recolect6 el medio de cultivo para medir citotoxicidad y ambos tipos de células

fueron fijadas para realizar tincion de inmunofluorescencia.

6.6.5 Cocultivo de astrocitos y neuronas
En el DIV11 los astrocitos se tripsinizaron nuevamente utilizando la mezcla de

tripsina/EDTA al 0.25% (Gibco, 15400054) por 5 minutos y entonces fueron subcultivados
sobre cristales en platos de 12 pozos, a una densidad de 1.5 X10° células por pozo. Asi fueron
mantenidos hasta el DIVV14 en el cual se les cambi6 el medio DMEM por medio neurobasal.
En el dia DIV15 de los astrocitos y DIV7 de las neuronas, ambos cristales fueron
ensamblados y ambas células se mantuvieron en medio neurobasal a 37°C con 5% de CO..
En el DIV21 de los astrocitos, el cocultivo fue desensamblado para inhibir BACE1 y SCD1
solamente en los astrocitos y luego de 24 horas, el cocultivo fue ensamblado y tratado con
glutamato 125 uM (Becerra-Calixto et al., 2018). Al DIV23 se recolect6 el medio de cultivo
para medir citotoxicidad y ambos tipos de células fueron fijadas para realizar tincion de

inmunofluorescencia.

6.6.6 Tratamientos con inhibidores de BACE1 y SCDL1 in vitro en los astrocitos e
induccion de toxicidad con glutamato en los diferentes tipos de células

Los astrocitos fueron tratados en el DIV21 con el inhibidor IV de B-secretasa (797035-11-1)
a l uM y con el inhibidor de SCD1 (CAY 10566) a 10 uM. Veinticuatro horas més tarde,
ambas células (astrocitos-neuronas y astrocitos-endotelio) fueron tratadas con glutamato a

125 uM por 20 minutos. Finalmente, al DIV23 de los astrocitos se recolecto el medio para
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medir citotoxicidad y se desensambld el cocultivo para fijar ambas células y realizar

inmunotincién.

6.6.7 Evaluacion de citotoxicidad por liberacion de LDH en el medio de los cocultivos
La citotoxicidad se midio a través del porcentaje de liberacion de lactato deshidrogenasa

(LDH) con el Kit de Deteccion de Citotoxicidad LDH (Roche Diagnostics GmbH). El ensayo
se llevé a cabo mezclando el medio con dos soluciones del kit; esta mezcla se incub6 por 30
minutos en ausencia de luz y posteriormente se midieron las absorbancias de cada una de las
muestras a una longitud de onda de 490 nm en un lector de microplaca (B10 RAD iMARK™
Hercules, California, US). El valor de las absorbancias fue utilizado para calcular el
porcentaje de liberacion de LDH con la siguiente formula: % Liberacion LDH= ((A-control
bajo)/(control alto-control bajo)) * 100, de donde A fue el valor de la absorbancia indicando
el nivel de actividad de LDH para cada muestra, el control bajo fue el valor de la absorbancia
que indica la actividad basal de LDH liberado por las células sin tratamiento y el control alto
fue la medida maxima de liberacion de LDH por las células tratadas con 1% de Triton X-
100.

6.6.8 Inmunofluorescencia in vitro para astrocitos, neuronas y células endoteliales
Los cultivos celulares fueron fijados con paraformaldehido al 4% en buffer de citoesqueleto

con sucrosa (CBS) (Posada-Duque et al.,, 2017). La autofluorescencia fue eliminada
utilizando cloruro de amonio (NH4CI) 50 mM por 10 minutos. Luego, las células fueron
permeabilizadas con Triton X-100 al 0.2% preparado en CBS y posteriormente se trataron
con SBF al 2.5% en CBS para bloquear las uniones antigeno-anticuerpo inespecificas. Los
cultivos se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpo monoclonal de raton contra SCD1
1:500 (E-8 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, US) para astrocitos neuronas y
endotelio, anticuerpo policlonal de conejo contra GFAP 1:250 (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, US) para los astrocitos y anticuerpo monoclonal de rata contra zonula
occludens (ZO-1) 1:400 (Santa Cruz Biotechnology) en células bEnd.3. Al dia siguiente, los
cultivos fueron incubados por 30 minutos en ausencia de luz con anticuerpos secundarios
Alexa 488 6 Alexa 594 1:500 (Molecular Probes, Eugene, Oregon, United States), el

citoesqueleto fue tefiido con la sonda phalloidin conjugada con Alexa 594 1:500 (Molecular
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Probes) para las neuronas y el nucleo fue tefiido con Hoechst 33258 1:5000 (Invitrogen) para
los tres tipos de células. Finalmente se realizaron tres lavados seriados con buffer fosfato
salino (PBS) y los cristales con las células inmunomarcadas fueron fijadas a portaobjetos con
FluorSave. Las células se observaron con un microscopio de epifluorescencia Olympus 1X
81 y se capturaron 20 iméagenes con aceite de inmersion en el objetivo de 60X, NA 1.42 para
cada uno de los grupos de tratamiento. Cada imégen estuvo compuesta por tres canales: azul,
rojo y verde, mas un “merge” compuesto por las anteriores. Finalmente, las imégenes fueron

cuantificadas utilizando el software ImageJ (NIH).

6.6.9 Analisis morfoldgico de astrocitos, neuronas y células endoteliales

6.6.9.1 Nucleos condensados

El promedio de nucleos condensados fue cuantificado con la ayuda de la herramienta “Count
and measure objects” del software Image-Pro Plus, donde los nlcleos con un diametro entre
3.0 y 6.0 um fueron definidos como condensados. El porcentaje de nicleos condensados fue
calculado con la formula: % nuacleos condensados = [(nlcleos condensados/ (ndcleos

condensados + ndcleos normales)]x100.

6.6.9.2 Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
Primero se sustrajo el background de cada imagen a partir de un sector arbitrario que no

contenia células utilizando la herramienta “sustraer” del software ImageJ (NIH). Luego se
midié la intensidad de fluorescencia (IF) para SCD1 en neuronas, astrocitos y endotelio, y
para GFAP en astrocitos, de acuerdo al valor de intensidad usando la herramienta “Measure
tool” en el software ImageJ (NIH) para el respectivo canal de color, y el valor fue relativizado
sobre el area de la célula.

6.6.9.3 Fluorogramas
Para determinar la distribucion de SCD1 en los tres tipos celulares, se trazo una linea blanca

de 50 um a través de las células, pasando por la membrana, citoplasma y nucleo con la ayuda

de la herramienta “Line profile” del software ImagelJ (NIH). Este procedimiento fue realizado
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en 20 células para cada uno de los 4 n experimentales y finalmente se eligid el perfil mas

representativo para cada tratamiento.

7 Analisis estadistico
Para el andlisis de lipidémica, los niveles de cada lipido se calcularon como el % Mol de la

sumatoria del total de niUmero de moles de todas las especies lipidicas, y luego, a estos datos
se les determind la normalidad usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos no
paramétricos fueron comparados usando el Test de Kruskal-Wallis y en el caso de encontrar
diferencias estadisticamente significativas, se procedio a usar la prueba post hoc T3 Dunnett
para determinar entre cuales grupos de tratamiento se encontraban dichas diferencias.
Ademas, sobre la lipidomica se realiz6 un andlisis multivariado usando el anélisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) (Lee et al., 2018). Esta técnica
permite trabajar con pocas muestras y muchas variables (Ruiz-Perez et al., 2020) como fue
el disefio para los experimentos in vivo. La importancia de cada variable fue determinada de
acuerdo a la proyeccién de importancia de la variable (VIP) (Mehmood et al., 2012). Esta es
una proporcién de la varianza ponderada explicada por la covarianza entre las variables
predictoras y la variable dependiente. También se incluy6 el indice de significancia de
correlacion multivariante (SMC) (Than et al., 2014), que es similar al VIP pero que descarta
la varianza residual en la variable predictora, lo cual podria ser informacion no relevante para

discriminar entre los grupos.

Los datos de las inmunofluorescencias de los cocultivos también fueron analizados por la
prueba Kolmogorov-Smirnov para determinar la naturaleza de su distribucion, de manera
que los datos no paramétricos fueron comparados usando el Test de Kruskal-Wallis con la
prueba T3 Dunnett y los datos paramétricos se compararon usando ANOVA de una viay la
prueba HSD Tukey.

Los resultados se consideraron bajo un nivel de significancia del 95% (p < 0.05), donde *
indicap <0.05, ** p<0.01y*** p<0.001y los datos de la estadistica univariada fueron
expresados como la media £ SEM. El analisis de los datos fue realizado utilizando el software
estadistico SPSS-IBM Statistics 27.
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7. RESULTADOS:

7.1 El doble silenciamiento de BACE1-SCD1 en el hipocampo de las ratas, recupera la
actividad de la memoria, luego de sufrir el evento isquémico global:

El evento de isquemia global (2VO), produce dafio cognitivo y taupatia (Villamil-Ortiz et al.,
2016; Gutierrez-Vargas et al., 2015). El test de evaluacion de funcion neuroldgica fue llevado
a cabo en una serie de pruebas que suman en total 18 puntos, siendo éste el valor que indica
la ausencia de dafio neuroldgico, y el valor méas bajo, la lesion méas grave (Garcia et al.,1995).
A las 6 horas pos isquemia, los animales isquémicos presentaron los puntajes méas bajos
(lineas gris, roja, purpura y verde oscuro), contrario a los animales control (lineas rosa, azul
claro, verde claro y marrén) (*p < 0.05). Los animales bajo el doble silenciamiento
(shBACE1- shSCD1) (linea verde oscura) presentaron reduccion en el dafio neurolégico,
diferenciandose significativamente de los deméas grupos isquémicos en los dias 5, 6 y 7
posteriores a la isquemia (*p < 0.05) (Figura 5A). Sumado a lo anterior, tras la isquemia, los
animales presentaron elmayor deficit para resistir la inclinacion de la plataforma (34.4° y
34.2°alos 6 y 7 dias) (linea gris), mientras que el grupo isquémico doblemente silenciado
mejord sustancialmente la resistencia en estos animales (linea verde oscura). Ademas, la
reduccién para BACE1 o SCD1 individualmente tras la isquemia, dejé mayor resistencia que
los animales isquémicos sin tratar, sugiriendo un efecto sinérgico entre ambos genes (linea
roja y linea purpura). Incluso, la doble inhibicion, presentdé una mejoria en los animales
control (linea marron) (Figura 5B). En el test de aprendizaje, no se observaron diferencias
entre los diferentes grupos de tratamiento (Figura 5C). Luego de una semana de la isquemia,
los animales con el silenciamiento dual presentaron una mejora en la habilidad de la memoria
espacial (linea verde oscura) comparado con los animales isquémicos sin tratamiento (linea
gris) (*p < 0.05) (Figura 5D). En la prueba de re-aprendizaje, tampoco se encontraron
diferencias entre los diferentes grupos (Figura 5E). Mientras que en la prueba de memoria de
transferencia, se observd nuevamente la mejor habilidad para los animales con el
silenciamiento dual (barra verde oscura) (Figura 5F). Finalmente, no se observaron
diferencias visuales, motoras o motivacionales entre los diferentes grupos experimentales
(Figura 5H).
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Figura 5. Resultados de recuperacion neuroldgica, de aprendizaje y de memoria pos-isquémia en ratas
silenciadas para BACE1y SCD1 en el hipocampo. (A) Test neuroldgico de Garcia, basado en: 1- actividad espontanea,
2- simetria en el movimiento de las extremidades, 3- estiramiento de la pata delantera, 4- escalada, 5- propiocepcion del
cuerpo y 6- respuesta al tacto vibratorio. Cada prueba tiene un valor de 3 puntos, siendo 18 el maximo puntaje que indica
la ausencia de déficit neurolégico. (B) Test del plano inclinado. Y el laberinto acuatico de Morris basado en: (C) prueba
de aprendizaje, (D) Memoria, (E) Re-aprendizaje, (F) Evocacion de la memoria y (G) Test visual. La convencion de

colores correspondientes a cada uno de los grupos de tratamiento se encuentra en la parte inferior derecha del recuadro.
*
p<0.05.

7.2 Tras la isquemia, el doble silenciamiento de BACE1-SCD1 induce cambios en el
perfil fosfolipidico del hipocampo asociado a acido araquiddnico y &cidos grasos
saturados:

A partir de los resultados de recuperacion neurologicos y de aprendizaje y memoria
observados después de un evento isquémico en ratas, mostrado en la Figura 5, se realizo
extraccion de lipidos de hipocampo, liquido cefalorraquideo y suero de ratas sham vy ratas
isquemicas sometidas al silenciamiento individual y dual de BACEL1 y SCD1, con el fin de
establecer los principales cambios fosfolipidicos que respaldaban dicha recuperacion. Para
ello se empled PLS-DA como herramienta estadistica para discriminar las especies de
fosfolipidos con mayor aporte diferencial segun la importancia de proyeccion de la variable
(VIP) y la significancia de correlacion multivariante (SMC) entre grupos experimentales. En

la figura 6A se observan 6valos con colores respectivos a cada uno de los grupos control y
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tratamiento, y cada n esta representado por un punto dentro de un dvalo cuyo tamafio es
directamente proporcional a la desviacion estandar de los resultados para ese tratamiento.
Esta figura muestra solapamiento entre los dvalos de todos los grupos, dos componentes no
son suficientes para mostrar separabilidad entre estos. Sin embargo cuando se comparan entre
si los grupos sham, se observa que el grupo Sh BACE1- SCR SCD1 (Sh hace referencia a la
secuencia corta de ARN que se utilizd para el silenciamiento, y SCR a una version
desordenada de ARN que no genera silenciamiento) y el grupo Sh BACE1- Sh SCD1 difieren
de los grupos sham SCR BACE1-SCR SCD1 y SCR BACEL- Sh SCD1, resaltando con la
cabeza de flecha negra que el doble silenciamiento de BACE1-SCD1 (6valo azal) muestra
una marcada separacion del grupo control sham SCR BACE1- SCR SCD1 (6valo verde
oscuro), promoviendo la discriminacion de especies fosfolipidicas, presentadas con mayor
indice VIP y sMC: PC(34:0), PS(36:2), ePC(36:3), PS(38:4), PC(38:3) en el hipocampo
(Figura 6B).

No obstante en los grupos isquémicos, el tratamiento con Sh BACE1- SCR SCD1 no fue
suficiente para dispersarse respecto al grupo isquémico control, y el anélisis por PLS-DA
presentd mayor discriminacion del grupo doblemente silenciado (flecha negra, 6valo rosado)
respecto a los demas grupos isquémicos, resaltando las principales especies lipidicas
discriminantes segun el VIP y sMC: SM(18:0), PS(38:4), PS(36:1), LPE(16:0) y PA(38:4)
(Figura 6C). Es de sefialar que dos de estas especies PS(38:4) y PA(38:4) poseen acidos
grasos asociados con acido araquidonico y acidos grasos saturados (18:0) (SM 18:0). Cuando
se gener0 el andlisis entre dos grupos isquémicos, el de mayor afeccion neurolégica (SCR
BACE1-SCR SCD1) respecto al tratamiento dual Sh BACE1-Sh SCD1,; se observé que un
solo componente explica en un 92,66% la separacion espacial entre los dos 6valos de manera
significativa, presentando segun el VIP y sMC los fosfolipidos que mas aportan a dicha
discriminacion: SM(18:0), PA(38:4), PS(38:4), ePE(32:0) y PC(38:5). De nuevo
encontramos que algunos de estos fosfolipidos cargan acidos grasos que contienen
araquiddnico y acidos grasos saturados (18:0) (Figura 6D). Ver figura suplementaria 2 para

la representacion de la proyeccion de los fosfolipidos con mayor discriminacion.
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Figura 6: PLS-DA de especies fosfolipidicas en hipocampo sometido al silenciamiento de SCD1 y BACE1 en un
modelo de isquemia cerebral en ratas. (A) Anélisis discriminante de parciales minimos cuadrados (PLS-DA) para
especies fosfolipidicas entre todos los grupos de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (B) PLS-DA para las especies
fosfolipidicas entre los grupos de tratamiento en ratas sham. (C) PLS-DA para las especies fosfolipidicas entre los
grupos de tratamiento en ratas isquémicas. (D) PLS-DA para las especies fosfolipidicas entre los grupos de tratamiento
SCR BACE1- SCR SCD1y Sh BACE1- Sh SCD1 en las ratas isquémicas. La cabeza de flecha indica la discriminacién
del grupo doblemente silenciado para BACE1-SCD1. En la parte inferior de cada figura se especifican los fosfolipidos
mas discriminantes segun los puntajes de proyeccion de importancia de la variable (VIP) y la significancia de correlacion
multivariante (SMC). (n=4-5).

7.3 Tras la isquemia, el doble silenciamiento de BACE1-SCD1 generd cambios en el
perfil fosfolipidico del liquido cefalorraquideo, principalmente en PLs asociados a
PUFAs y acidos grasos saturados:

Cuando evaluamos el LCR, encontramos que se presentd mayor dispersion entre grupos a
diferencia del hipocampo. Particularmente, el grupo isquémico doblemente silenciado
presenta mayor separacion de los demas grupos (Figura 7A). Tanto en los grupos Sham
(Figura 7B), como en los grupos isquémicos (Figura 7C), los tratamientos mostraron cambios

claramente discriminantes de los grupos control (Sham e Isch SCR BACEL1- SCR SCD1).
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Donde los silenciamientos para cada enzima generaron separacion respecto al control y a su
vez el tratamiento dual fue discriminante de cada efecto individual, generando los principales
cambios sobre especies lipidicas con &cidos grasos saturados PG(30:0), PS(32:0) y &cidos
grasos poliinsaturados (PUFAS) P1(36:6), PS(38:5) y PS(42:5) en los sham; y sobre especies
lipidicas con &cidos grasos mono (MUFAS) y poli-insaturados (PUFAs) como el PC 32:1y
el PC(36:4) en los isquémicos (Figura 7C). Al comparar el grupo isquémico respecto al
grupo con doble silenciamiento se marca una clara discriminacion con mayor VIP (2.2733)
y SMCs (18.9425) en especies asociadas a PUFAs y acidos grasos saturados: PC(38:6),
PA(32:0), PA(38:3), PC(36:4) y ePC(36:0) (Figura 7D, Figura suplementaria 1).
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Second  PS{40:1) 1.7026 22.1501 Second  PA(32:0) 2.2244 17.6019
Third PC{36:4) 1.8180 20.0837 Third PA(38:3) 2.0912 15.6507
Fourth  PS(36:1) 1.6123 17.5873 Fourth  PC(36:4) 21278 9.7480
Fifth PS(40:6) 1.6201 16.0138 Fifth ePC(36:0) 1.9498 6.1487

Figura 7: PLS-DA de especies fosfolipidicas en LCR sometido al silenciamiento de BACE1y SCD1 en un modelo
de isquemia cerebral en ratas. (A) Analisis discriminante de parciales minimos cuadrados (PLS-DA) para especies
fosfolipidicas entre todos los grupos de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (B) PLS-DA para las especies
fosfolipidicas entre los grupos de tratamiento en ratas sham. (C) PLS-DA para las especies fosfolipidicas entre los
grupos de tratamiento en ratas isquémicas. (D) PLS-DA para las especies fosfolipidicas entre los grupos de tratamiento
SCR BACEL1- SCR SCD1 y Sh BACE1- Sh SCD1 en las ratas isquémicas. En la parte inferior de cada figura se
especifican los fosfolipidos mas discriminantes segun los puntajes de proyeccion de importancia de la variable (VIP) y
la significancia de correlacion multivariante (sSMC). (n=4-5).
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7.4 Tras la isquemia, el doble silenciamiento de BACE1-SCDL1 produjo cambios en el
perfil lipidico del suero, principalmente en LPC con monoinsaturaciones:

Luego de observar el comportamiento del perfil lipidico en el hipocampo y el LCR, se evalud
si esta intervencion desde el hipocampo tenia un efecto sobre la composicion fosfolipidica
en el suero de las ratas. Los resultados muestran que el efecto del doble silenciamiento de
BACEL1-SCD1 gener6 la mayor discriminacion del perfil lipidico (6valos rosa y azul, Figuras
8A a 8D), lo cual es claramente acentuado en comparacién con los otros grupos isquémicos
(Figura 8C) e isquemico control (Figura 8D), resaltindose como principales especies
discriminantes LPC y su precursor PC, asociado a acidos grasos de 16, 18 y 20 carbonos

(figuras 8A a 8D) y predominantemente saturados y monoinsaturados.
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Figura 8: PLS-DA de especies fosfolipidicas en suero sometido al silenciamiento de BACE1 y SCD1 en un modelo
de isquemia cerebral en ratas. (A) Analisis discriminante de parciales minimos cuadrados (PLS-DA) para especies
fosfolipidicas entre todos los grupos de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (B) PLS-DA para las especies
fosfolipidicas entre los grupos de tratamiento en ratas sham. (C) PLS-DA para las especies fosfolipidicas entre los
grupos de tratamiento en ratas isquémicas. (D) PLS-DA para las especies fosfolipidicas entre los grupos de tratamiento
SCR BACE1- SCR SCD1 y Sh BACE1- Sh SCD1 en las ratas isquémicas. En la parte inferior de cada figura se
especifican los fosfolipidos mas discriminantes segdn los puntajes de proyeccion de importancia de la variable (VIP) y
la significancia de correlacion multivariante (sMC). (n=4-5).
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7.5 El doble silenciamiento de BACE1-SCD1 generdé un efecto inverso sobre el
porcentaje molar de LPC y PC y un aumento en LPC de 16C y 18C:

Los diferentes tratamientos mostraron una evidente discriminacion en el suero en las especies
lipidicas LPC y PC. Al analizar de manera detallada se observa que el doble silenciamiento
para ambas enzimas en condiciones control cdmo en condiciones de isquemia generd un
efecto significativo en ambas especies, aumentando el % mol de LPC y un efecto inverso al
reducir el % mol de PC. El doble silenciamiento en el grupo isquémico indujo la mayor
elevacion de LPC diferenciandose significativamente de los demas grupos de tratamiento
(valor p<0.05%), especialmente del grupo Sham SCR BACE1- SCR SCD1 (p=0.031) y del
grupo Isch SCR BACEL- SCR SCD1 (p=0.036), con efectos similares a los de los grupos
Sham Sh BACE1- Sh SCD1 (p=0.974) e Isch Sh BACE1- SCR SCD1 (p=0.235). Del mismo
modo, el doble silenciamiento enziméatico en los animales isquémicos fue el que tuvo un
mayor efecto sobre la reduccién de PC, diferenciandose significativamente de los grupos
Sham SCR BACEL- SCR SCD1 (p=0.026), Sham Sh BACE1- SCR SCD1 (p=0.036), Isch
SCR BACE1- SCR SCD1 (p=0.046) e Isch SCR BACE1- Sh SCD1 (p=0.029) (Figura 9A).

Otras de las familias en que el porcentaje molar respondio a los diferentes tratamientos fueron
SM/DSM Yy ePC, sin embargo, no consideramos un patron apreciable en la respuesta por parte
de cada uno de los grupos. Por su parte, la respuesta de LPC segun la longitud de carbonos
(16, 18, 20 y 22C) de sus &cidos grasos también mostrd una tendencia al aumento frente al
doble silenciamiento en los grupos sham e isquémicos, y de modo mas sutil al silenciamiento
de BACEL en el grupo isquémico; a pesar de esto, solo se evidencié una diferenciacion
estadisticamente significativa para 16 y 18 carbonos, manteniendo el mayor efecto bajo el
doble silenciamiento (Figura 9B). Mientras que la longitud de carbonos de PC no arrojo
resultados estadisticos significativos, pero si hubo una tendencia a la reduccion en las
especies con 34, 36 y 38 carbonos bajo el doble silenciamiento. Los datos fueron analizados
con el test de Kruskall-Wallis 6 ANOVA de una via segun se observé la normalidad de su

distribucion a través de la prueba de Kolmogorov smirnov.
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Figura 9: Porcentaje molar de familias fosfolipidicas y %omol segiin el nimero de carbonos de PLs en el suero
de ratas isquémicas tratadas con silenciamiento de BACE1 y SCD1. (A) % mol de cada familia fosfolipidica por
grupo de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (B) % mol de fosfolipidos segun el nimero de carbonos de sus &cidos
grasos, por grupo de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (n=4-5) * p<0.05 ** p<0.01. El color del asterisco sobre
la barra indica el grupo con el cual se tiene diferencia estadisticamente significativa. Datos son presentados como la
media + SEM.

7.6 El doble silenciamiento de BACE1-SCD1 produjo un aumento significativo en el
porcentaje molar de &cidos grasos saturados asociados a LPC y una reduccidén de acido
araquidonico asociado a PC en suero.

Una vez observado el efecto de los tratamientos sobre el niamero de carbonos en LPC y PC,
evaluamos si las insaturaciones de sus acidos grasos también estaban respondiendo a los
silenciamientos de BACEL Y SCDL1. En efecto, las especies fosfolipidicas de LPC con 0, 1,
2, 3, 4, 5 y 6 insaturaciones fueron elevadas bajo el doble silenciamiento en ambas
condiciones control y de isquemia, y de manera moderada bajo el silenciamiento de BACE1
bajo la condicion isquémica. EI grupo isquémico con doble silenciamiento (Isch Sh BACE1-
Sh SCD1) present6 un aumento significativo de LPC saturados respecto a los grupos Sham
SCR BACE1- SCR SCD1 (p=0,027), Isch SCR BACEL1- SCR SCD1 (p=0,045) e Isch SCR
BACE1l- Sh SCD1 (p=0.043). Similarmente, los LPC con 4 insaturaciones fueron
significativamente diferentes al resto de los grupos de tratamiento (valor p<0.01) (Figura
10A). Mientras que las insaturaciones en PC no presentaron cambios la isquemia y

tratamientos respectivos (Figura 10B). Los datos fueron analizados con el test de Kruskall-
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Wallis 6 ANOVA de una via segun se observo la normalidad de su distribucion a través de

la prueba de Kolmogorov smirnov.
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Figura 10: Porcentaje molar de familias fosfolipidicas segin el nimero de insaturaciones en el suero de ratas
isquémicas tratadas con silenciamiento de BACEL1 y SCD1. (A) % mol de LPC segln el nimero de insaturaciones
en sus &cidos grasos, por grupo de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (B) % mol de PC segun el nimero de
insaturaciones de sus acidos grasos, por grupo de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (n=4-5) * p<0.05 ** p<0.01.

El color del asterisco sobre la barra indica el grupo con el cual se tiene diferencia estadisticamente significativa. Datos
son presentados como la media £ SEM. LPC: liso-fosfatidilcolina, PC: fosfatidilcolina

Finalmente, al investigar sobre las especies especificas de PLs en LPC y PC que estan
generando un mayor impacto sobre los cambios en estas dos familias lipidicas en el suero
debido a los tratamientos, se encontraron cambios significativos en el aumento de LPC
(16:0), (18:0) bajo el doble silenciamiento respecto a los deméas grupos Sham (p<0.01) y
bajo el doble silenciamiento en el grupo isquémico respecto a los otros grupos isquémicos
(Figura 11A"), ademés de la reduccion de PC (36:4) y (38:4) (p<0.01) (Figura 11B"),
apoyados por el respectivo mapa de calor (Figura 11A, 11B). De manera muy notoria el
silenciamiento de BACEL1 en el grupo isquémico generd efectos similares, aunque mas sutiles
que el doble silenciamiento, lo cual fue apoyado por un analisis de dos vias el cual rescato
como principal tratamiento mayor efecto al SABACEL. Los datos fueron analizados con el
test de Kruskall-Wallis 6 ANOVA de una via segin se observd la normalidad de su

distribucion a través de la prueba de Kolmogorov smirnov.
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Figura 11. Porcentaje molar de especies de LPC y PC en suero de ratas sham e isquémicas: (A y B) Mapas de
calor para especies de LPC y PC en los diferentes grupos de tratamiento en las ratas sham e isquémicas. (A’) % mol
para LPC 16:0 y LPC 18:0 por grupo de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (B”) % mol para PC 36:4 y PC 38:4
por grupo de tratamiento en ratas sham e isquémicas. (n=4-5) * p<0.05 ** p<0.01. El color del asterisco sobre la barra
indica el grupo con el cual se tiene diferencia estadisticamente significativa. Datos son presentados como la media +
SEM.

7.7 El astrocito inhibido para SCD1 y BACE1-SCD1 cambia el patrén de distribucion
de SCD1 y reduce la reactividad astrocitaria asociados a la proteccion de la neurona
bajo la excitotoxicidad por glutamato:

Con base en los resultados anteriores, se inhibi6 BACE1 y SCD1 usando inhibidores
farmacologicos especificamente en el astrocito como célula mediadora dentro de la UNV
para evaluar el efecto sobre otros tipos celulares en cocultivo como neuronas y endotelio bajo

estrés por glutamato. Los astrocitos cocultivados con neuronas y bajo la inhibicién individual
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y conjunta de BACEL y SCD1 se muestran en el primer bloque de la figura 12A en
condiciones control (sin glutamato). En la primera columna se observaron nucleos en azul,
en la segunda la proteina acida fibrilar glial GFAP en rojo, en la tercera la enzima SCD1 en
verde y en la cuarta la combinacion de las tres anteriores (merge). El astrocito en condiciones
control (vehiculo) presentd un marcaje de GFAP difuso en el citoplasma (rojo) con un nicleo
sano (no condensado, ovalado) en marcaje azul, y la distribucién de la inmunofluorescencia
(IF) de SCD1 (verde) se observd en “puntos” alrededor del espacio perinuclear (verde)
(Figura 12A, primera fila), soportado por el fluorograma de la figura 12A°. Bajo ¢l efecto del
inhibidor de BACEL se observo el nucleo sano, el GFAP se presentd mas reactivo y la
distribucion de SCD1 fue difusa en el citoplasma. Respecto al inhibidor de SCD1 y los
inhibidores de BACE1-SCD1 en conjunto, el patrén de distribucion de la IF de SCD1 fue
difusa en el citoplasma, pero conservando algunos puntos perinucleares y sin cambios en el
nacleo y en el GFAP (figura 12A y 12A’). Por su parte, el estimulo toxico del glutamato
indujo condensacion nuclear, mostré leve tendencia a la condensacion nuclear, reactividad
astrocitaria incrementando la IF del GFAP y redistribucion nuclear de la IF de SCD1 (Figuras
12B y 12B’). La deplecién de BACE1 o SCD1 logro proteger parcialmente al astrocito al
reducir la intensidad de fluorescencia de GFAP, ademas de distribuir a la IF SCD1 en el
citoplasma (Figuras 12B y 12B’). De manera interesante, la inhibicion dual de SCDI1 y
BACEL protegio al astrocito manteniendo reducida la intensidad de fluorescencia de GFAP,
distribuy6 el SCD1 de manera homogénea por el espacio citoplasmatico y generé algunos
puntos perinucleares (Figuras 12B y 12B’). Las anteriores observaciones fueron apoyadas
por el efecto de la doble inhibicion de BACE1 y SCD1 que mantuvo el porcentaje de
liberacion de LDH similar al liberado por las células en condiciones control (Figura 12C); la
condensacion nuclear de los astrocitos, con tendencia a aumentar en los grupos con presencia
de glutamato, fue llevada a un porcentaje cercano al grupo control (Figura 12D). Del mismo
modo, la intensidad de fluorescencia de GFAP también aumenta significativamente con el
glutamato en comparacion al grupo control (p=0.002) y la inhibicion de BACE1-SCD1 y
SCD1 por si sélo la reducen (p=0.030) (Figura 12E). Finalmente, en la mayoria de los grupos
se mantiene la intensidad de fluorescencia de SCD1, pero es reducida en aquellos grupos
donde se utiliza su inhibidor, tanto en condiciones control como en la presencia de glutamato

(Figura 12F). Los datos fueron analizados con el test de Kruskall-Wallis 6 ANOVA de una
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via segun se observo la normalidad de su distribucion a través de la prueba de Kolmogorov

smirnov.
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Figura 12. Astrocitos inhibidos para BACE1-SCD1 y cocultivados con neuronas expuestos a estrés por glutamato.
Iméagenes representativas de marcajes para Hoechst (azil), GFAP (rojo) y SCD1 (verde). (A) Astrocitos
cocultivados con neuronas inhibidos para BACE1-SCD1 sin glutamato (A’) Perfil de fluorescencia de SCDI. (B)
Astrocitos cocultivados con neuronas inhibidos para BACE1-SCD1 con glutamato 125 pM. (B’) Perfil de fluorescencia
de SCD1. (C) % de LDH liberado al medio de los cocultivos entre astrocito-neurona. (D) Porcentaje de nucleos
condensados. (E y F) Intensidad de fluorescencia (IF) para GFAP y SCD1. (G) Convencion de colores para los diferentes
grupos de tratamiento. n=4 por replica. Zoom= 60X. * p<0,05 ** p<0,01. El color del asterisco sobre la barra indica el

grupo con el cual se tiene diferencia estadisticamente significativa. Datos son presentados como el promedio # SEM.

7.8 El astrocito inhibido para SCD1 y BACE1-SCD1 protege a la neurona bajo la
excitotoxicidad por glutamato:

Las neuronas que fueron cocultivadas con los astrocitos respondieron de diferentes maneras
a cada uno de los grupos de tratamiento. En condiciones control (vehiculo) las neuronas
presentaron un ndcleo sano (Figura 13A), con un didmetro alrededor de las 10um (Figura
13A’), la distribucion de SCD1 es perinuclear y el marcaje de filamentos de actina
(phalloidin) evidencia numerosas ramificaciones primarias, secundarias y terciarias (Figura
13A). Sorpresivamente, la inhibicién de BACEL sobre los astrocitos tuvo efectos negativos
sobre las neuronas, sus nucleos se condensaron, el tamafio del soma se redujo y sus procesos
se acortaron tanto en longitud como en nimero; bajo estas circunstancias la distribucion de
la IF de SCD1 se observd homogénea en el citoplasma (Figura 13A y 13A’, 13C). Por su
parte, la inhibicion de SCD1 afectd de manera leve a las neuronas acortando principalmente
las ramificaciones, pero sin cambio sobre la condensacion nuclear (Figura 13C); sin embargo,
la inhibicion conjunta de BACE1-SCDL1 en el astrocito no tuvo efecto adverso sobre la
integridad de la neurona, los nucleos se mantuvieron sanos similares al grupo control, se
conservaron sus ramificaciones, y aunque SCD1 fue difuso en el citoplasma, el fluorograma
indica que tuvo una mayor preferencia por el espacio perinuclear (Figuras 13Ay 13A°, 13C).
Cuando los cultivos fueron sometidos a estrés por glutamato, los nicleos se condensaron
(diametro <10um) (Figura 13C), el SCD1 perdi6 su distribucion perinuclear y presenté un
aspecto difuso con un aumento significativo (p=0.001) respecto al grupo control, el soma se
retrajo y el nimero de procesos se redujo (Figura 13A, 13B, 13B’, 13D). Este efecto
excitotoxico no logro ser recuperado por el inhibidor de BACEL (Figuras 13B, 13B’, 13C),
pero si por el inhibidor de SCD1 y ambos inhhibidores de BACE1-SCD1 en el astrocito,
debido a que los nucleos de las neuronas en cocultivo mantuvieron un diametro mayor a
10um (p=0.000 y p=0.012, respectivamente), SCD1 mantuvo una preferencia por el espacio

perinuclear sin reduccion de su IF y los procesos neuriticos mantuvieron su longitud y su
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cantidad (Figuras 13B, 13B’, 13C, 13D). Los datos fueron analizados con el test de Kruskall-

Wallis 6 ANOVA de una via seguln se observo la normalidad de su distribucion a través de

la prueba de Kolmogorov smirnov.
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Figura 13. Neuronas expuestas a estrés por glutamato, cocultivadas con astrocitos inhibidos para BACE1y SCD1
expuestos. Imagenes representativas de marcajes para Hoechst (azul), Faloidina (rojo) y SCD1 (verde). (A)
Neuronas cocultivados con astrocitos inhibidos para BACE1-SCD1 sin glutamato. (A’) Perfil de fluorescencia de SCDI.
(B) Neuronas cocultivados con astrocitos inhibidos para BACE1-SCD1 con glutamato 125 pM. (B”) Perfil de
fluorescencia de SCD1. (C) Porcentaje de nlcleos condensados. (D) Intensidad de fluorescencia (IF) para SCD1. (E)
Convencion de colores para los diferentes grupos de tratamiento. n=4 por replica. Zoom= 60X. * p<0,05 ** p<0,01. El
color del asterisco sobre la barra indica el grupo con el cual se tiene diferencia estadisticamente significativa. Datos son

presentados como el promedio + SEM.

7.9 La inhibicion de BACE1, SCD1y BACE1-SCD1 reduce la reactividad astrocitaria,
reduce la IF y cambia el patrén de distribucion de SCD1 asociados a la proteccion del
endotelio bajo la toxicidad por glutamato:

Los astrocitos cocultivados con endotelio fueron sometidos a la inhibicion de BACE1, SCD1
y BACE1-SCD1 sin la presencia de glutamato (Figura 14A). Los datos muestran en las
columnas de izquierda a derecha: nucleos en azul, GFAP en rojo, SCD1 en verde y el
solapamiento de las tres imagenes (merge), ademas del perfil de fluorescencia en las figuras
14Ay 14A°.

La figura 13C muestra que en el sobrenadante del cocultivo de ambos tipos célulares sin
glutamato hubo liberacion de LDH en la presencia del inhibidor de BACEL, siendo muy bajo
bajo en comparacion de la liberacién inducida por glutamato (aproximadamente un 70%
superior respecto al 4% del grupo control); ademas, ambos inhibidores de manera
independiente lograron reducir el % de LDH a menos de un 20% en condicion de toxicidad
por glutamato; y de manera confirmatoria, la doble inhibicidn, redujo significativamente este

porcentaje al mismo nivel del grupo control (p<0.01 — 0.021).

Sumado a lo anterior, cuando se evalu6 la condensacién nuclear, se observo que en la
condicion control, se pueden apreciar nucleos sanos en el astrocito, realmente bajo todos los
tratamientos, los astrocitos mostraron que sus nucleos se mantienen estables y la
condensacion nuclear no tiene diferencias estadisticamente significativas, a pesar de que las
cuantificaciones muestren una tendencia a la condensacion en los grupos donde se utilizo el
inhibidor de BACEL, glutamato y el inhibidor de BACE1 + Glutamato. También se detectd
que en la presencia de ambos inhibidores BACE1-SCD1, la condensacién nuclear es la mas
baja a pesar del glutamato (Figura 14D). Por su parte, la reactividad astrocitaria segun la
intensidad de la inmunoreactividad de GFAP, no mostrd alteraciones en respuesta a los

inhibidores individuales o en conjunto, sin embargo, bajo la inhibicion de SCD1 y BACE1-
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SCD1, la IF de GFAP disminuy6 significativamente (p<0,01), incluso por debajo del
tratamiento control (Figuras 14A y 14E).

Por su parte, la IF de SCD1 se mantiene baja y muy homogénea por el espacio citoplasmatico
sin la presencia de glutamato, y con algunos picos perinucleares bajo la inhibicién de BACE1
(Figuras 14A, 14A’ y 14F). Situacion que se muestra diferente cuando los astrocitos son
sometidos a Glutamato, ya que muestran una fuerte polimerizacion de GFAP (Figuras 14B,
14B’ y 14E) y una considerable elevacion en la IF de SCD1 (Figura 14F), en especial a nivel
perinuclear (Figuras 14B y 14B’). El glutamato incrementd significativamente la IF de SCD1
(p<0,05), incluso a pesar de los tratamientos con inhibidor de BACEL; sin embargo, la
inhibicion de SCD1 (p<0.05), yla doble inhibicion BACE1-SCD1 (p<0.01) lograron reducir
significativamente la IF de SCD1 (Figura 14E). Ademas de distribuir homogéneamente
SCD1 por el citoplasma (Figura 14B’). Los datos fueron analizados con el test de Kruskall-
Wallis 6 ANOVA de una via segun se observé la normalidad de su distribucion a través de

la prueba de Kolmogorov smirnov.

70



!
§
{
]
f

Glutamate
M Glutamato + inh BACEL

e
> e
—
T

|

M Glutamato + inh SCD1

VAN
M Inhibidor BACE-SCD1 Ml Glutamato + inh BACEI-3CD1

o o o o

Control vehiculo

Ml Inhibidor BACE1
Inhibidor SCD

Jra e =
EAV/TCADS
BJOUR052I0N] ] PEPISTAIU]

G W Tritén
¥
*

EMY/dVID
B BIOUR0S210N] ] PEPISUIII]

< [043u0D) 130ve TAJS  1@2S-T30vE @ ojewein|n PERL: TA2S  142S-130vd
ap Joplqiyu| 3p Jopiqiyul  sp sopiqiyul op Jopiqiyul ap Jopiqiyul 9p Jopiqiyuj 5 288 8 %8 °
| s HAT%

W om ot oA o

[ SOPESTApUOD S0A[ONN] 24

.
-
--- - =

ojewein|n [

71



Figura 14. Astrocitos inhibidos para BACE1-SCD1 y cocultivados con endotelio expuestos a estrés por glutamato.
Iméagenes representativas de marcajes para Hoechst (azil), GFAP (rojo) y SCD1 (verde). (A) Astrocitos
cocultivados con endotelio inhibidos para BACE1-SCD1 sin glutamato (A’) Perfil de fluorescencia de SCDI. (B)
Astrocitos cocultivados con endotelio inhibidos para BACE1-SCD1 con glutamato 125 uM. (B’) Perfil de fluorescencia
de SCDL1. (C) % de LDH liberado al medio de los cocultivos entre astrocito-endotelio. (D) Porcentaje de nicleos
condensados. (E y F) Intensidad de fluorescencia (IF) para GFAP y SCD1. (G) Convencion de colores para los diferentes
grupos de tratamiento. n=4 por replica. Zoom= 60X. * p<0.05 ** p<0.01. El color del asterisco sobre la barra indica el

grupo con el cual se tiene diferencia estadisticamente significativa. Datos son presentados como el promedio # SEM.

7.10 El astrocito inhibido para SCD1 y BACE1-SCD1 reduce la presencia de SCD1 en
endotelio y reestablece la integridad de las uniones estrechas perdidas bajo la toxicidad
por glutamato:

Las células endoteliales que fueron cocultivadas con los astrocitos tratados para ambos
inhibidores, no presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
condensacion nuclear, a pesar de que en la presencia de glutamato hubo una clara tendencia
a la condensacion (Figuraa 15A-C). Por su parte las proteinas de conexion de uniones
estrechas, ZO-1, se mantuvieron estables segln lo revela el marcaje que delimita la
membrana celular representada en la figura 15A y los picos correspondientes a ZO-1 (linea
roja) en los perfiles de fluorescencia de las células frente a los diferentes tratamientos y en
ausencia de glutamato (Figura 15A”). Estos picos se ubican en el eje X alrededor de unos
15um distanciados de la sefial azul correspondiente al ntcleo, lo que coincide con la sefial en
el borde de cada célula (Figura 15A y 15A”). La IF de SCD1 se mantuvo con distribucion
perinuclear (figura 15A y 15A”) y baja intensidad, en especial en el grupo control y bajo la
doble inhibicion de BACE1-SCD1 (Figura 15D). Sin embargo, el endotelio sometido a
glutamato, mostro perdida en la continuidad del marcaje para ZO-1 (Figura 15B) que pudo
ser corroborada en el perfil de fluorescencia donde se perdieron los picos de la linea roja
(Figura 15B’). Ademas de esta perdida, el glutamato elevo la IF de SCDI1 a nivel perinuclear
e incluso mostré varios picos cercanos a los bordes de la célula (Figura 15B y 15B’). Este
aumento de la IF de SCD1 y la perdida de la continuidad de las uniones estrechas bajo el
glutamato no logré recuperarse con la inhibicién de BACEL; mientras que con la inhibicion
de SCD1 y BACE1-SCD1, las uniones estrechas mostraron un patrén de continuidad en la
sefial, sus picos se detectaron nuevamente en el perfil de fluorescencia (Figura 15B”) y la IF
de SCD1 volvio a su patron perinuclear (Figura 15B”) y se redujo respecto al tratamiento
con glutamato (Figura 15D, valor p<0.01 — 0.008 respectivamente) a un nivel similar al del

tratamiento control (Figura 14D). Los datos fueron analizados con el test de Kruskall-Wallis
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0 ANOVA de una via segun se observo la normalidad de su distribucion a través de la prueba

de Kolmogorov smirnov.
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Figura 15. Endotelio cocultivado con Astrocitos inhibidos para BACE1-SCD1, y expuestos a estrés por
glutamato. Imagenes representativas de marcajes para Hoechst (azul), Zonula Occludens-ZO (rojo) y SCD1
(verde). (A) Endotelio cocultivado con astrocitos inhibidos para BACE1-SCDI sin glutamato (A’) Perfil de
fluorescencia de SCD1. (B) Endotelio cocultivado con astrocitos inhibidos para BACE1-SCD1 con glutamato 125 pM.
(B’) Perfil de fluorescencia de SCD1. (C) % de niicleos condensados de las células endoteliales. (D) Intensidad de
fluorescencia (IF) para SCD1. (E) Convencién de colores para los diferentes grupos de tratamiento. n=4 por replica.
Zoom= 60X. * p<0.05 ** p<0.01. El color del asterisco sobre la barra indica el grupo con el cual se tiene diferencia

estadisticamente significativa. Datos son presentados como el promedio # SEM.

7.11 La inhibicion de BACE1-SCD1 en el astrocito, revierte el balance entre LPC y
PC en la neuronay en el endotelio tras la toxicidad por glutamato:

A las células modelo de la UNV (astrocito, neuronas y endotelio) cocultivadas, se les extrajo
el material lipidico, el cual fue analizado por espectrometria de masas en el Centro de
Lipidomica en la Universidad de Kansas. Se obtuvo el % mol de seis familias de PLs, LPC,
PC, SM/DSM, ePC, PS y ePS que posteriormente fue promediado para detectar cambios a
partir de cada uno de los tratamientos. Similar a los resultados obtenidos en suero del
experimento in vivo, la doble inhibicion de BACE1-SCD1 logr6 aumentar el % mol de LPC
en el astrocito luego de ser reducido por glutamato, mientras que paralelamente, el glutamato
aumento PC y la doble inhibicién la redujo (Figura 16A). A pesar de que la estadistica solo
mostré diferencias significativas entre el inhibidor de BACEL vs los dos inhibidores
(BACE1+SCD1) p=0.020 y el inhibidor de BACEL1 vs el glutamato p=0.035, la tendencia a
aumentar LPC y a reducir PC en el astrocito tras la doble inhibicién es muy clara. Por su
parte, el endotelio manifiesta un comportamiento similar al astrocito, donde LPC tiende a
aumentar con la inhbicion de SCD1 y la doble inhibicién con glutamato, mientras que en
estos mismos grupos PC se reduce (Figura 16C). La razén entre LPC y PC puede mostrar
que estas dos familias de fosfolipidos se invierten en cada tipo celular cuando son sometidos
al glutamato y al doble tratamiento; en los astrocitos cocultivados con neuronas LPC/PC
tiende a reducirse en presencia de glutamato y la doble inhibicion aumenta la relacion (Figura
16D), mientras que en la neurona la doble inhibicion en presencia de glutamato tiende a
reducir la relacion LP/PC, y en el endotelio, en presencia de glutamato mas el inhibidor de
SCD1 y mas ambos inhibidores, la relacion LPC/PC se eleva (Figura 16F). Estos grupos de
tratamiento con astrocitos doblemente inhibidos, fueron los mismos que presentaron las
mejores caracteristicas morfoldgicas para las neuronas y el endotelio luego de ser sometidos
a latoxicidad por glutamato. Los datos fueron analizados con el test de Kruskall-Wallis segln

se observo la distribucion no normal a través de la prueba de Shapiro wilk.
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Figura 16: Porcentaje molar de familias fosfolipidicas en astrocitos, neuronas y endotelio: (A) % mol de cada
familia fosfolipidica en astrocitos cocultivados con neuronas, LPC 22:5y PC 44:10 por grupo de tratamiento en astrocitos
cocultivados con neuronas. (B) % mol de cada familia fosfolipidica en neuronas cocultivadas con astrocitos. (C) % mol
de cada familia fosfolipidica en endotelio cocultivado con astrocitos. (D) Razén entre LPC y PC en astrocitos
cocultivados con neuronas. (E) Razén entre LPC y PC en neuronas cocultivadas con astrocitos. (F) Razon entre LPC y

PC en endotelio cocultivado con astrocitos. (n=4) * p<0,05. Datos son presentados como la media + SEM.
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8. DISCUSION:
Encontramos que el doble silenciamiento de BACE1-SCD1 en el hipocampo de las ratas

isquémicas se asocid con la recuperacion neurologica y mejora en el desempefio en tareas de
memoria y reaprendizaje en un modelo isquémico global (figura 5), lo cual fue acompafiado
de una discriminacion de especies fosfolipidicas en el hipocampo, LCR y especialmente en

SUero.

Se ha considerado que la isquemia es causa de desregulacién hipocampal de procesos
relacionados con la acumulacién de agregados proteicos, entre ellos, la activacion de BACE1
(Pluta R, 2022) y que la reduccion en la actividad de esta enzima en modelos de Alzheimer
ha demostrado la disminucion de la carga amiloide y la neuroinflamacion, con la
recuperacion de la sinapsis y un impacto sobre el desarrollo cognitivo a través del
mantenimiento de la memoria (Marino, M., et al, 2022). En nuestro caso, los animales
afectados por la isquemia y silenciados para BACE1 y SCD1 también presentaron una

mejoria cognitiva especialmente en la memoria y aprendizaje reverso (figura 5).

Estos resultados van en concordancia con estudios previos que presentan que la
sobreexpresion de BACEL y la acumulacion de péptidos toxicos en la corteza cerebral de
personas con EA también manifiestan el incremento de la enzima SCD1, los MUFAs, y el
indice de desaturacién de FAs (16:1/16:0) (Astarita, 2011; Peter, A., et al, 2009). En nuestro
estudio, el doble silenciamiento de BACE1-SCD1 sobre el hipocampo, logré recuperar la
funcion neurolégica en un modelo isquémico global, asociado a cambios en el perfil
fosfolipidico no solo en el hipocampo donde la intervencion fue llevada a cabo, sino también
en LCR y de manera especial, en circulacion, lo que sugiere una respuesta intersistémica a
través de los lipidos para mantener la conectividad tras el insulto. Anteriormente, se ha
descrito que alteraciones en los FAs son un factor de riesgo para el desarrollo de la EA 'y que
una dieta rica en palmitato induce la activacion de factores de transcripcién que elevan la
expresion de BACEL con la génesis de péptidos Ap (Morris, M. C., et al, 2003), mientras
gue una dieta enriquecida en el poliinsaturado omega-3 acido docohexanoico (DHA)
disminuye la expresion de genes relacionados con inflamacion (Butler, M. J., et al, 2021). En
circulacion, estos PUFAs se transportan de manera predilecta en LPC y de esta interaccion
LPC-PUFASs depende la conexidn con receptores en la BHE para ser transportados al interior

del parénquimay nutrir el tejido cerebral con acidos grasos esenciales (Wood, C., etal, 2021).
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Los resultados obtenidos muestran que el doble silenciamiento de BACE1-SCD1 en el
hipocampo, result6 en la elevacion de LPC en suero, en su mayoria, cargados de FAs de 16
y 18 carbonos. Sin embargo, LPC cargada con FAs de 22 carbonos y con 6 insaturaciones
también mostrd una elevacion con el doble silenciamiento enzimatico (figuras 9B y 10A), lo
que sugiere un mayor ingreso de DHA al parénquima cerebral explicando la recuperacién
cognitiva. A pesar de la anterior hipdtesis, un aumento de LPC cargado de acidos grasos
saturados (16:0) y (18:0) no explicaria la recuperacion tras el evento isquémico (Astarita,
2011; Peter, A., et al, 2009), pues existen estudios que correlacionan positivamente los
niveles de LPC en corteza con toxicidad y con la elevacion de marcadores pro-inflamatorios
como IL-1a, IFN-y y MCP-1, ademas de demielinizacion y déficit cognitivo por activacion
de la microglia (Button, E. B, et al, 2014; Plemel, J. R., et al, 2018; Xie, Y., et al, 2022)

Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el silenciamiento dual de BACE1-SCD1
podria estar ocasionando la evacuacion de LPC con SFAs desde el parénquima hacia
circulacién para disminuir su toxicidad. Sus precursores serian las especies lipidicas que
encontramos como mayores discriminantes en hipocampo tras el doble silenciamiento, cuya
composicion esta asociada a SFAs de 16 y 18 carbonos y acido araquidénico (AA) PS(38:4)
PA(38:4), teniendo en cuenta que el control de la produccién de AA en el hipocampo evita
el impacto de eventos que desencadenan inflamacidn en el cerebro, sosteniendo el equilibrio
entre la sinapsis excitatoria y la sinapsis inhibitoria (Selvaraj, P., et al, 2021). También,
observamos que bajo dicho tratamiento, otros PLs conteniendo AA como PC(36:4) (figura
7D), fueron los principales discriminantes en el LCR de las ratas con mejores resultados
neuroldgicos, cuando otros estudios mencionan cambios significativos en los niveles de AA
en el LCR de pacientes que pueden sufrir procesos neuroinflamatorios post-operatorios
(Terrando, N., et al, 2021), lo que sugiere que estos PUFAs en particular estan respondiendo
al doble silenciamiento de BACE1-SCD1 para resolver los efectos negativos de la isquemia,
posiblemente por evacuacion del parénquima con el fin de llevar AA hacia la circulacion
donde su concentracion finalmente va a ser diluida (Hong S, et al, 2003). A su vez se eliminan
los &cidos grasos saturados 18:0 y 16:0 del parenquima, los cuales estdn ampliamente

descritos como neurotoxicos (Morris, M. C., et al, 2003).
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El aumento obtenido de especies de LPC en suero podria deberse a la hidrolisis de PC (36:4)
y (38:4) que libera LPC con los FAs de 16 y 18 carbonos, dejando libre AA y arrestandolo
en circulacion para proteger la integridad del SNC. Esto podria tener relacién con la actividad
de cPLA2 hepética que bajo alteraciones del SNC, responde activamente cambiando la
homeostasis lipidica a través de la produccion de LPC con consecuencias en la respuesta
inflamatoria del cerebro (Nizamutdinov D, et al., 2017; Rege SD, et al., 2019; Palafox-
Sanchez, V., et al, 2021). También se ha descrito que la actividad de cPLA2 del cerebro esta
elevada en un contexto isquémico (Sivaprakasam, C., et al, 2016). De nuevo, explicando en
parte la evacuacion desde el parénquima y la elevacion de LPC en circulacién, pero en las
condiciones del doble silenciamiento, la reduccion de actividad de BACEL1 disminuye la
produccién de AB, mientras que la deplecion de SCD1 bloquea la produccién de MUFAs y
consecuentemente de PUFAS, limitando los recursos para la sintesis de prostaglandinas y

leucotrienos, y finalmente reducir la inflamacion.

Complementariamente, estudios previos del laboratorio muestran que el silenciamiento
individual de BACEL en neuronas de cultivo primario revierte el incremento de p-Tau y
cPLAZ2 a causa de una concentracién toxica de glutamato, pero estos beneficios se perdieron
cuando se silencio SCD1 (Villamil-Ortiz, J. G., & Cardona-Gdmez, G. P. 2018); aunque estos
resultados generan una aparente controversia con los resultados in vitro actuales, el blanco
celular sugerido es diferente. Debido a que observamos que la neurona en cocultivo con
astrocitos inhibidos para SCD1 o conjuntamente con BACEL, mantuvo integro el nacleo, el
soma y sus procesos bajo el contexto excitotdxico cuando SCD1 fue inhibido
individualmente o con BACE1 especificamente en el astrocito (figura 13B, 13B’), y la
expresion de SCD1 se sostuvo en el espacio perinuclear de la neurona (figura 13B”), donde
esta enzima presenta su mayor actividad catalitica. Estos resultados apoyan que bajo un
evento de excitotoxicidad la neurona requiere de su propia SCD1 para mantenerla en
homeostasis, y que, por el contrario, la actividad de SCD1 desde otras células de la UNV es
perjudicial para la neurona en un contexto adverso, sugiriendo al astrocito como célula blanco

en el silenciamiento de BACE1 y SCDL1 en el parénquima para la recuperacion neurolégica.
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Lo cual fue confirmado en el andlisis in vitro, ya que la inhibicién de BACE1-SCD1 en el
astrocito, no solo logro recuperar la estabilidad morofol6gica de la neurona y el endotelio,
sino también, y de manera similar a lo sucedido en el suero de los animales doblemente
silenciados, revirtio el balance fosfolipidico centrado en LPC-PC, sugiriendo por que la
actividad de SCD1 en la neurona es necesaria bajo un evento adverso y que por el contrario
la SCD1 desde el astrocito es tdxica para la neurona mientras se protege en presencia
exacerbada de glutamato; por ende, esa LPC que llega desde el astrocito a la neurona bajo

estas condiciones, también puede ser la causa de deterioro neuronal.

Por otro lado, el endotelio bajo la toxicidad por glutamato también pudo recuperarse de la
pérdida en la integridad de sus uniones estrechas a través de la ayuda de astrocitos inhibidos
para BACEL, pero en mayor medida, inhibidos para SCD1 6 BACE1-SCD1 (figura 15B).
Sin embargo, el endotelio recuperado tras el glutamato y con estas inhibiciones redujo la
expresion de SCD1 (figura 15B, 15B’ y 15D), lo que sugiere que la acumulacion de SCD1
en el endotelio es dafiino, y que la inhibicién de SCD1 solo o en inhibicién con BACEL en
el astrocito, podria estar generando sefiales tréficas o protectivas que recuperan o previenen
el deterioro endotelial por la toxicidad del glutamato. Sumado a esto, tras la inhibicion de
SCD1y SCD1-BACEL en el astrocito, el endotelio manifiesta una tendencia a aumentar LPC
(figura 16C y 16F), lo que refuerza la hipotesis que bajo el insulto a la neurona, cambiar el
curso de LPC manteniéndolo en el astrocito o enviandolo hacia el endotelio, es un posible
mecanismo de apoyo a la neurona, y podria explicar parcialmente por qué tras el
silenciamiento de estas dos enzimas en el hipocampo de ratas isquémicas resulta en la
evacuacion o por lo menos, en el aumento de LPC en suero. Lo anterior nos lleva a considerar
gue en circunstancias toxicas o adversas como es el caso de las demencias, la acumulacion
de BACE1 y SCD1 afecta la integridad de la UNV y la circulacion y transporte lipidico
podria no ser adecuadamente regulada y de este disbalance podria depender al menos en
parte la aceleracion en el progreso de la enfermedad después de la aparicion de los agregados
neurofibrilares (Braak H, Braak E., 1991), como signo de pérdida de control en el parénquima
de la disrupcién de BHE y conectividad sinaptica tras la inflamacién propagada al hipocampo
y exacerbada, manifestandose rapidamente en deterioro cognitivo leve y luego en demencia

en menos de 2-4 afos (Giannakopoulos P., et al, 2003).
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Tanto SFAs como MUFAs son precursores de moléculas proinflamatorias y estimulan a la
microglia para secretar IL-6 y metaloproteinasas (Button, E. B., et al, 2014), pero nuestros
resultados defienden la idea de que el control sobre una enzima que genera
monoinsaturaciones sumado al control de otra enzima implicada clasicamente en la
produccidn de restos proteicos toxicos, puede sostener el equilibrio neuroldgico en ratas bajo
un estado neuroinflamatorio. Lo cual también lleva a sugerir, ademas de los resultados en la
lipidomica, que hay interaccion entre estas dos enzimas que podrian ayudar a explicar la
recuperacion tras su silenciamiento. En ese sentido, en nuestro laboratorio hemos encontrado
gue en demencias de diferente origen etidlogico (FAD, SAD y CADASIL) se sobreexpresa
BACE1y SCDL1 al igual que marcadores de inflamacion como cPLA2 y p-Tau, en especial,
en la region CAL del hipocampo, y, ademas, hemos observado que BACE1, SCD1 y p-Tau
colocalizan en esta region del cerebro en los tres tipos de demencia (datos no mostrados).
Apoyando la interpretacion que la actividad de una de estas enzimas esté repercutiendo en la
actividad de las deméas o en la produccion de proteinas tdxicas. Por lo tanto, inhibir ambas
enzimas estaria interviniendo en rutas o interacciones que sean requeridas para la produccion
ya sea de p-Tau, de sustratos lipidicos para la obtencion de moléculas proinflamatorias o de
péptidos tdxicos amiloide. Sin embargo, la informacion acerca de la interaccion entre estas
dos enzimas es casi nula y son pocos los estudios que hablan de su relacion asociada a las
demencias (Villamil-Ortiz, J. G., & Cardona-Gomez, G. P. 2018).

No obstante, se sabe que BACEL se sintetiza como zimdgeno en reticulo endoplasmico (RE)
y lleva a cabo su actividad catalitica preferiblemente en endosomas (Wang, M., et al, 2018)
y que la beta-amiloidosis puede inducir la sobre-regulacion de SCD1 (Uryu et al., 2003), que
el silenciamiento de BACE1l puede modificar el perfil lipidico con cambios en
monoinsaturaciones de PLs en el hipocampo de ratones 3xTg-AD (Piedrahita et al., 2015,
Villamil-Oritz et al., 2016) y que el silenciamiento de BACEL depende de la actividad de
SCD1 para la neuroproteccion in vitro (Villamil-Ortiz et al 2018); ademas, la maduracion
de BACEL requiere de modificaciones postraduccionales que necesitan la participacion de
palmitato (Cho and Park, 2016; Yuksel and Tacal, 2019) y PLs como PE que direccionan el
anclaje de BACEL a balsas lipidicas (Sambamurti et al., 1999); mientras que SCD1 tambiéen
es sintetizado en RE y es clave en la homeostasis lipidica que permite sostener la identidad

80



de PLs de membrana donde BACEL lleva a cabo su actividad catalitica, escenario bioquimico

desrregulado a la alta en la demencias.

Por otra parte, sorprenden los resultados en suero que reflejan una fuerte discriminacién en
su totalidad por LPC y PC, apuntando a que la recuperacion neuroldgica de las ratas
isquémicas estd siendo sostenida desde la modificacion del Ciclo de Lands y bajo la
participacion de enzimas desaturasas como la SCD1 (figuras 8, 9, 10 y 11), evidenciado por
un aumento de LPC 18:0 y LPC 16:0 y una reduccién de PC38:4 y PC 36:4 por efecto del
doble silenciamiento de SCD1 y BACEL en un evento isquémico (figura 11). Como ha sido
mencionado por otros trabajos, animales modelo de EA, también presentan cambios en el
Ciclo de Lands asociados a la respuesta a diferentes pruebas de comportamiento neuroldgico
(Granger, M. W., et al, 2019), lo que indica que los eventos moleculares y celulares que estan
tras la neuropatologia en esta enfermedad (ejemplo: la produccion de péptidos beta-amiloide)
pueden causar disregulacion en el pivote entre PC y LPC o un disbalance en la
interconversion entre PC y LPC que pueda resultar en las alteraciones celulares
caracteristicas de EA, lo que sugiere, que el Ciclo de Lands, puede ser un epicentro lipidico
cuya bioguimica pueda utilizarce como biomarcador de dafio en la UNV y cuyas
modificaciones puedan recuperar la homesotasis neurolégica para prevenir el avance al
estado de demencia, no obstante estudios detallados deberan ser realizados para profundizar

en este aspecto.

Finalmente, se concluye que, la disminucion en la actividad de BACE1-SCD1 en el
hipocampo de un modelo isquémico de demencia, puede mantener su capacidad cognitiva,
lo que es explicado desde la modificacion en suero de acidos grasos de fosfolipidos
pertenecientes al Ciclo de Lands. Apoyado por el revertimiento en la direccionalidad de LPC
que pasa del aumento en la neurona en condiciones adversas, a la disminucién tras la
inhibicion de BACE1-SCD1 en el astrocito, enviando LPC hacia el endotelio, lo que podria
explicar la evacuacion de este fosfolipido en un escenario in vivo. Se propone entonces al
astrocito como blanco celular para la reduccion de estas dos enzimas, como potencial
tratamiento para disminuir la disrupcion de la Barrera Hematoencefdlica y la
neurodegeneracion bajo eventos proinflamatorios que son comunes en los diferentes tipos de

demencia (Figura 17).
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Figura 17. Esquema final propuesto: (A) Bajo un evento adverso: isquemia, sobrecarga de glutamato,
aumenta el envio de LPC hacia la neurona con posterior afectacion. (B) La disminucion en la actividad de
BACEL1 y SCDI1 en el astrocito, revierte el envio de LPC hacia la neurona y lo “evactia” hacia el endotelio,
(C) asociado con la recuperacion neuroldgica de ratas isquémicas.
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9. CONCLUSION:
La isquemia en un modelo in vivo y la concentracion alta de glutamato en un modelo in vitro,

pueden disminuir la capacidad cognitiva y la integridad de células de la unidad
neurovascular, respectivamente, acompariado de cambios en el perfil de acidos grasos de
fosfolipidos. Tras estos eventos, el silenciamiento y/o la inhibicion de las enzimas BACE1 y
SCD1 en el hipocampo y en el astrocito de acuerdo al modelo de dafio neurovascular, puede
recuperar la capacidad cognitiva y mantener la integridad de las diferentes células que
componen la unidad neurovascular, cuyo posible mecanismo de recuperacion esta basado en
el reestablecimiento del balance de &cidos grasos de fosfolipidos pertenecientes al Ciclo de
Lands, a través del cual se mantiene la homeostasis del parénquima cerebral, evacuando hacia
circulacién material fosfolipidico como potencial inflamatorio donde pueden ser regulados
para evitar el dafio dentro del SNC. A su vez, estos cambios en dichos fosfolipidos pueden
ser marcadores tempranos de alteraciones cerebrales, incluso antes de la acumulacion de

péptidos tdxicos y la manifestacion clinica de la demencia.
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10. PERSPECTIVAS:
En respuesta a la prevalencia actual de diferentes tipos de demencia y su contribucion a la

disminucion de la calidad de vida y a la muerte a nivel mundial, nuestro laboratorio continia
en la tarea de investigar sobre las alteraciones celulares y moleculares que sufre el cerebro
tras diferentes causas de demencia, como la isquemia cerebrovascular, en modelos animales
y celulares, para apostarle a nuevos enfoques terapéuticos y didgnosticos que puedan prevenir
o disminuir el impacto de las alteraciones del SNC en las personas afectadas. Esta
investigacion nos ha permitido relacionar la bioquimica lipidica con los procesos celulares y
moleculares tradicionalmente asociados con el deterioro cognitivo, permitiendo apostar a
posibles intervenciones desde una nueva perspectiva. A futuro, se requiere de la
profundizacion de estos mecanismos relacionados con el dafio cerebrovascular, la
intervencion de BACE1-SCD1y la bioguimica de lipidos, en especial, sumando otros actores
moleculares y celulares, como los transportadores lipidicos de la BHE y el parénquima
cerebral, enzimas fosfolipasas, &cido graso ligasas, desaturasas y elongasas de acidos grasos,
y las demés células y componentes que complementan la UNV: pericitos, microglia, lamina

basal y matriz extracelular.
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12. ANEXOS

Figura anexa 1
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Figura suplementaria 1. Representacion de la proyeccion de fosfolipidos con mayor discriminacién segin PLS-
-DA. Proyeccion de fosfolipidos méas discriminantes en el hipocampo para todos los grupos (A), solo los grupos sham
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(B), solo los grupos isquémicos (C) y los grupos isquémicos sin tratamiento con los isquémicos con doble silenciamiento
(D). En el mismo orden de grupos para LCR (E-H) y en el mismo orden de grupos para suero (I-L).
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