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1. RESUMEN

La mayoria de sintesis proteica neuronal tiene lugar en el soma o cuerpo de la neurona. Sin
embargo, la localizaciéon de ARN mensajero (ARNm) y ribosomas en los axones y dendritas,
permite la sintesis de proteinas en regiones mas alejadas del soma y el cumplimiento de su
funcion mas rapidamente. En presencia del péptido soluble Ap, estudios demuestran que la
sintesis local de proteinas en axones puede contribuir a la muerte neuronal. Ademas, existen
evidencias de que las células gliales también podrian estar implicadas en la modulacion del
proteoma local. Por ello, el estudio de la traduccion local en la Enfermedad de Alzheimer
(EA), puede otorgar una nueva comprension de los mecanismos subyacentes de la evolucion
de la enfermedad y visibilizar nuevas dianas terapéuticas para frenar su desarrollo. Este
trabajo trata de validar un estudio protedmico mediante la deteccion en los axones de tres
proteinas del proteasoma: Psmd7, Psmbl y Psmc2 en respuesta al Ap, y en presencia o
ausencia de células de la microglia. Para ello se realizaron cultivos celulares de neuronas y
co-cultivos de estas con microglia para observar el efecto de la regulacion microglial en la
expresion de las proteinas de interés. Los cultivos se trataron con vehiculo o con péptido Ap
para mimetizar la patologia EA. La presencia de las proteinas de interés en los axones se
analiz6 mediante inmunocitoquimica en un microscopio de epifluorescencia Axio-Observer
Z1. Tras la posterior cuantificacion de fluorescencia y analisis estadisticos, los resultados
muestran la influencia de la microglia y la presencia de Ap sobre el nivel de expresion de las
tres proteinas. Como objetivos futuros relacionados, ademas de la presencia en los axones ya
observada, deberia realizarse un rastreo del propio ARNm codificante seguido de la deteccion
de la traduccion para poder verificar fielmente que se trata de proteinas traducidas

localmente.
2. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzhéimer (EA) constituye la mayor causa de demencia entre la poblacion
anciana. Se trata de una neuropatologia caracterizada por la acumulacion anormal del péptido
extracelular p-amiloide (AB) formando placas seniles y la hiperfosforilacion de los
microtibulos asociados a la proteina axonal Tau. Consecuentemente, esto deriva en la
disminucién gradual de las habilidades cognitivas y funcionales del cerebro, siendo la pérdida
de las sinapsis y la disfuncion axonal dos de los primeros signos patologicos (Gerrits ef al.,

2021; Quet al., 2022).



Es importante destacar la existencia de estudios que demuestran que los oligdmeros de AfS
solubles ya son impulsores patogénicos de la disfuncidon cognitiva y axonal mucho antes de la
formacion de placas seniles en el cerebro con EA (Kokubo et al., 2005; Tolar et al., 2021).
Ademas, se ha demostrado que la presencia de los oligdbmeros de Ap solubles puede inducir
la traduccion local axonal de ARNm, que en un contexto fisioldgico podria estar silenciada.
Esta sintesis genera un complejo de sefializacion retrogrado que transmite la informacion de
la lesion neurodegenerativa desde el axén hasta el soma pudiendo inducir cambios en el

cuerpo de la célula que llevan a la degeneracion neuronal (Walker et al., 2018).

Dicha traduccion local neuronal se debe a que las neuronas, al ser células polarizadas,
establecen una distribucion asimétrica de las proteinas para realizar su funcion. De esta
manera, localizan ARNm y ribosomas en los axones y dendritas, haciendo posible la sintesis
mas rapida de proteinas en regiones mas alejadas del soma a partir de la traduccion local.

(Sun et al., 2021).

Prueba de ello es el estudio de Baleriola et al. (2014), donde se investiga la sintesis local de
proteinas en los axones distales inducida por Ap soluble. Se observo que al aplicar agregados
oligoméricos generados a partir del péptido AS,_4,, se producia la sobreexpresion local axonal
del factor de transcripcion ATF4. En un contexto fisioldgico, este factor llevaria a cabo su
funcion sin generar dafo neuronal. Sin embargo, en un ambiente de EA, era capaz de
propagar una sefial de neurodegeneracion apoptotica a través de distintas regiones cerebrales.
Ademas, se encontrd que el transcriptoma de los axones tratados con Af,4, contenia ARNm
de muchos genes relacionados con la enfermedad de Alzheimer, incluyendo transcritos para 4

de los 20 loci de susceptibilidad a dicha enfermedad.

De esta manera, el conocimiento de las variaciones en los proteomas dendriticos y axonales
mediante el estudio de la traduccion localizada de proteinas en presencia de AfS, permitiria
incrementar los conocimientos existentes sobre las funciones de dichas proteinas y posible
contribuciéon en el desarrollo de la enfermedad, ademas de identificar posibles dianas

terapéuticas para tratarla (Gamarra et al., 2021).

Por otro lado, existen evidencias de que el proteoma axonal también podria estar regulado por
la glia. Una de ellas es un estudio realizado con ratones deficientes en degeneracion
walleriana. En estos ratones, el proceso de desmielinizacion de los axones distales debido a
un dafio neuronal en su soma o en el axon proximal se retrasaba durante tres semanas (Mark

et al., 2001). Utilizando este ratobn como modelo, se demuestra que las células de Schwann



transfieren polirribosomas a los axones dafiados, indicando que estas células son capaces de
regular la sintesis de proteinas axonales mediante el suministro de ribosomas de forma local
(Court et al., 2008). Posteriormente se descubrid que esta transferencia se lleva a cabo
mediante vesiculas extracelulares que establecen una conexion glia - neurona contribuyendo
a la modulacion de las funciones axonales (Lopez-Leal & Court, 2016). Igualmente, Eyman
et al. (2007) sugiere que existe ARNm en células gliales de calamar que puede ser transferido
y traducido en el axoplasma (citoplasma axonal). De esta forma, ambos estudios establecen
que existe una interaccion glia - neurona donde el axon recibe localmente transcritos y

componentes de la maquinaria para la sintesis de proteinas (Court et al., 2008).

Siguiendo esta linea de investigacion, se realizd un estudio proteémico en el laboratorio. Se
observd una serie de proteinas que podrian llevar a cabo la traduccion local en las neuritas y
que ademas presentaban una mayor regulacion en presencia de células de la glia, en concreto

microglia y astrocitos.

Por un lado, la microglia son las células inmunitarias innatas del sistema nervioso central
(SNC) y actuan como fagocitos que protegen y mantienen el tejido nervioso. En un contexto
de EA, se produce su activacion en diferentes grados. A pesar de que existe evidencia de que
la microglia genera dafio neuronal mediante la eliminacion de las sinapsis e induccion de un
estado proinflamatorio excesivo, también se ha observado su efecto protector, ya que limitan
la acumulacién toxica de ApS a través de la secrecion de citoquinas microgliales previniendo

la evolucion de la EA (Frost & Li, 2017; Hansen et al., 2018).

Por otro lado, los astrocitos constituyen el elemento principal del SNC, habitando tanto en la
sustancia gris como en la blanca. Aseguran el mantenimiento de la homeostasis en el cerebro,
el soporte metabdlico, la regulacion de la barrera hematoencefélica y ayudan a la microglia
en la defensa del SNC (Rodriguez et al., 2009). Sin embargo, bajo las diferentes condiciones
que se dan durante la evolucién de la EA, diversos mediadores inflamatorios liberados por
neuronas y distintas células de glia como la microglia, inician una serie de cambios
morfoldgicos y moleculares en algunos astrocitos convirtiéndolos en astrocitos reactivos que
contribuyen a la neuroinflamacién y la neurodegeneracion. Paralelamente, otros sufren un
proceso de astrodegeneracion (Frost & Li, 2017; Preman et al., 2021). En principio, estos
astrocitos reactivos rodean las placas amiloides secretando factores que permiten fagocitar y
descomponer Ap. No obstante, estudios sugieren que los astrocitos pueden secretar
cantidades significativas de A y contribuir a la carga general de amiloide en el cerebro

(Blasko et al., 2000).



En el estudio de protedmica realizado en el laboratorio se observaron 5 clusters de proteinas
cuya expresion variaba significativamente en un contexto de EA y en presencia de microglia
y astrocitos. Uno de ellos indicaba cambios en la expresion de proteinas metabdlicas en
presencia de ambos tipos de glia. Otro cluster sugeria que los astrocitos regulan la expresion
de proteinas implicadas en la sintesis proteica y otros 3 clusters estaban regulados Uinicamente
en presencia de microglia: proteinas relacionadas con (a) el reciclaje de vesiculas, (b) el
spliceosoma y (c) el proteosoma (Figura 1). Ademas, todas estas proteinas estan relacionadas

con el metabolismo de ARN y de proteinas.

DMSO AByyz DMSO AByg2
N NA N NA N NN NV

P4D112 (Psmb3)
G3V7Q6 (Psmb5)
QBPDW4 (Psmb1)
P62198 (Psmcb)
PAN30T (Psmb2)
DAAEH3 (PsmdT)
G3VTL6 (Psme2)

Proteasome

Figura 1. Resultado del estudio proteémico relacionado con el cluster de proteinas del proteasoma
reguladas en presencia de la microglia y relacionadas con el metabolismo de proteinas. (A) Conectoma de
proteinas proteosomales incluyendo las de interés: Psmd7, Psmbl y Psmc2. (B) Heatmap representando la
expresion diferencial de los genes en las neuronas (N) bajo la regulacion de astrocitos (NA) y microglia (NM),
comparando entre condiciones las control (vehiculo DMSO) y tratamiento con Af3,_4,. Se muestra regulacion de

la expresion por parte de la microglia (Gamarra e/ al., no publicado).

De esta manera, en este estudio se lleva a cabo la validacion protedmica mediante la

deteccion por inmunocitoquimica de 3 subunidades del proteasoma: Psmd7, Psmbl y Psmc2.

Estas proteinas son subunidades del nucleo catalitico 20s del proteosoma 26s implicado en la
degradacion de proteinas. Los proteosomas constan de multiples subunidades que permiten la
homeostasis de proteinas en el organismo catalizando su degradacion selectiva en fragmentos

peptidicos.



En este caso, la actividad proteosomal influye en la regulacion de multiples procesos
neuronales llevados a cabo por distintas proteinas (Tiirker et al., 2021). Ademas, existen
estudios que demuestran la inhibicion del proteasoma en presencia de A4, (Oh et al., 2005;
Tseng et al., 2008), por lo que el estudio de su expresion en un contexto de EA podria ayudar
a comprender en un futuro la funcion que realizan al expresarse localmente y si influye en el

desarrollo o disminucidén de la enfermedad.
3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo del trabajo es la validacion del estudio protedmico mediante la deteccion de la
presencia de las proteinas proteosomales Psmd7, Psmbl y Psmc2 en los axones de la neurona

por inmunocitoquimica.

Segun el estudio de protedmica, la expresion local axonal de Psmd7 en presencia de AB 'y
microglia aumenta en comparacion a su expresion en ausencia de microglia. Por su parte, en

las proteinas Psmb1 y Psmc2 ocurriria lo opuesto.

Por lo tanto, la hipotesis del estudio es que la microglia y la presencia de AB inducen la
expresion local de la proteina proteosomal Psmd7, pero reducen la expresion local de Psmbl

y Psmc2.
4. MATERIALES Y METODOS
4.1. ANIMALES

Todos los protocolos de manipulacion animal estdn sujetos a la directiva Europea
2010/63/EU y fueron aprobados por el comité ético de la Universidad del Pais Vasco
UPV/EHU.

4.2. CULTIVO DE NEURONAS

Se diseccion6 el tejido hipocampal de embriones de ratas Sprague-Dawley de 18 dias (E18)
como se describe en Banker y Goslin (1998). Brevemente, el hipocampo diseccionado se
recogié en una solucion salina equilibrada de Hank (HBSS, Gibco Sigma REF: H2387) fria
para conservar el tejido. Posteriormente, se realizo el tratamiento con 1,5 ml de TryplE
Express (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, Estados Unidos) durante 15
minutos a 37 °C para su disgregacion. Después, se llevaron a cabo 3 lavados con HBSS y se

afiadieron 500 pl medio de siembra (L-Glutamina 2 mM, 50 U-ml™ Penicilina/Estreptomicina



en Neurobasal y suero bovino fetal al 10 %) previamente filtrado, para la inhibicién de la
reaccion de la tripsina. A continuacion, se hizo pasar el tejido por puntas de 1000 pl y 200 pl
para aumentar el grado de disgregacion y se centrifugd durante 5 minutos a 800 rpm. El pellet
se resuspendio en 300 pl de medio de siembra y se realizd el conteo de células en la cdmara

Neubauer a partir de una dilucion 1:20.

La siembra se llevo a cabo en placas de 24 pocillos de 1 cm?/ pocillo, con cubreobjetos
tratados previamente con 500 pl / pocillo de Poli-D-Lysine (PDL, Sigma; Ref. No P0899)
durante 1 hora y posteriormente lavados con agua autoclavada (ddH,O). Esto facilito la
adhesion de las células a los cubreobjetos. La densidad a sembrar fue de 15.000 neuronas /
cm” en un volumen de 500 pl de medio de siembra. Una vez llevada a cabo la siembra, se

incubaron a 37 °C en una incubadora humidificada con CO, al 5 %.

Al dia siguiente, dia in vitro 1 (DIV 1), se cambio el 100 % del medio siembra a medio de
mantenimiento (L-Glutamina 2 mM, 50 U-ml" de penicilina-estreptomicina en Neurobasal y
B27) y al DIV 3, se cambié solo el 50 % del medio. En ambos casos se afiadid
5-fluorodesoxiuridina y uridina 20 mM (Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Alemania) para

inhibir el crecimiento de la glia.
4.3. CULTIVO DE GLIA

Simultdneamente al cultivo de neuronas se llevo a cabo el cultivo de glia. Los reservorios (o
frascos) de siembra se trataron durante 1 h con PDL (1 pg PDL / ml ddH,0). Después se

realizaron 3 lavados de 10 minutos con ddH,O y se dejaron secar.

Posteriormente, se diseccionaron los cerebros de las dos ratas Sprague-Dawley de 0 a 2 dias
postnatales (PO - P2) y se eliminaron los restos de meninges a la lupa. Cada corteza (2
hemisferios) se recogié en una placa petri con la solucién salina equilibrada de Hank fria para
conservar el tejido. Después, se traspasoé el contenido de cada placa a un tubo coénico de 15 ml
con ayuda de una pipeta de 1000 pl y se llevo a cabo la incubacidon con 400 pl de TryplE
Express y 40 pl de DNAsa para la disgregacion las cortezas, durante 15 minutos a 37°Cy 5
% CO,. Con el fin de detener la reaccion enzimatica de la tripsina, se anadi6 IMDM 10 %
FBS Hyclone (Iscove’s Modified Dulbecoo’s Medium, Gibco REF:42200-014.) en la misma
proporcién que el contenido de cada tubo. Se centrifugaron 6 minutos a 1200 rpm y se retird
el sobrenadante. Posteriormente se resuspendieron los pellet y las suspensiones de tejido y se

hicieron pasar por jeringa con agujas de 21 G y 23 G (10 pases con cada aguja) para



aumentar el grado de disgregacion. Se centrifugd de nuevo durante 6 minutos a 800 rpm.

Cada pellet se resuspendio en 1 ml de medio IMDM 10 % FBS Hyclone.

La siembra se realizd en los frascos tratados previamente con PDL, anadiendo 1 ml de la
suspension celular y 7 ml de IMDM 10% FBS Hyclone. Se incubaron a 37 °C en una
incubadora humidificada con CO, al 5 %. Al dia siguiente (DIV 1), se cambid a medio de

glia. Después, se cambid el medio a los 6 dias.
4.4. CULTIVO DE MICROGLIA

La microglia se obtuvo a partir del cultivo mixto de glia (DIV 10) (microglia y astrocitos)
agitado durante 4,25 horas a 185 rpm a 37 °C. En un Falcon de 15 ml se recogid el medio
con la microglia, que habia quedado en suspension tras la agitacion, y se centrifugd a 1200
rpm durante 6 minutos. Paralelamente se incubo a 37 °C por 15 minutos el mismo Flask con 8
ml de tripsina para despegar los astrocitos de la base y darles aplicacion en otros
experimentos. Una vez acabada la centrifugacion, se resuspendio el pellet de microglia en 1
ml de medio de mantenimiento y se diluyd 1:20 para el conteo y su posterior co-cultivo con

las neuronas.
4.5. CO-CULTIVO DE NEURONAS Y MICROGLIA

Para realizar el co-cultivo, las neuronas (DIV 7) sembradas en los cubreobjetos se incubaron
junto con la microglia (DIV 10) sembrada en insertos de cultivo o transwell (TW) con un
tamafio de poro de 0,4 um. Esto permite la evaluacion de la influencia de la microglia sobre
las neuronas en ausencia de contacto célula-célula, pudiendo diferenciar entre neuronas

influenciadas por este tipo celular y neuronas control.

La proporcion neurona:microglia era de 1:3. Como se sembraron 15.000 neuronas / pocillo,
después se sembraron 5.000 células de microglia / TW. Para ello se anadio el volumen
adecuado en funcion del conteo de microglia en la parte de abajo del TW y se incubaron
durante 30 minutos a 37 °C para permitir que se asentaran las células en la membrana.
Finalmente se colocd cada TW en su pocillo correspondiente y se afiadi6é 100 pl de medio de

mantenimiento en la parte superior del TW.

De los 24 pocillos de la placa, solo se anadid la microglia al TW a 12 de ellos para poder
comparar el resultado con las neuronas que no fueron sometidas a la regulacion microglial.

En los transwell que no llevan glia, se afiadieron 50 pl de medio de cultivo.



4.6. TRATAMIENTO CON PEPTIDO -AMILOIDE (AB,.,,)

Al dia siguiente del co-cultivo, se preparé un stock 100 mM de AB,4, como se describe en
Quintela-Lépez et al. (2019). Brevemente, la formacion de oligdmeros se dio a partir de
A4, liofilizada junto con tampon Hams F-12 (PromoCell Labclinics, Barcelona, Espafia) a
pH 7,4 que ayudo a la oligomerizacion y dimetilsulfoxido anhidro (DMSO; 5 mM, Sigma

Aldrich). Se mantuvo durante 24 horas a 4 °C para que se produjera la oligomerizacion.

Tras 24 horas, se trato el co-cultivo de neuronas (DIV 9) con una solucién de AB,4, 3 UMy
se dejo incubar otras 24 horas a 37 °C. De los 12 pocillos de neuronas incubadas con
microglia sélo se trataron 6. Ocurridé lo mismo con las neuronas sin la regulacion microglial.
Los pocillos restantes se trataron con el vehiculo DMSO generando la condicion de control

(C), tanto en las neuronas sin la microglia como en las neuronas con ella.

Por cada experimento se obtuvieron varios cubreobjetos con neuronas cultivadas en cada una
de las 4 condiciones: neuronas control (N C), neuronas tratadas con AfS,.4, (N Af), neuronas
en presencia de microglia y sin tratamiento con ApB,4, (NM C) y neuronas en presencia de

microglia tratadas con AB,_, (MN Ap).

Finalmente, a las 24 horas las neuronas se fijaron con paraformaldehido (PFA) y sacarosa al
4% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente y se mantivieron a 4 °C en PBS

(Sigma Aldrich).
4.7. INMUNOCITOQUIMICA

Las neuronas fijadas y en PBS se lavaron 3 veces durante 5 minutos con PBS y se bloquearon
incubando a temperatura ambiente con BGT (PBS 1X, Glicina 100 mM, Triton 0,25 % y
BSA 3 %) durante 30 minutos.

En cada experimento se evalud la presencia de cada proteina de interés en cada una de las 4
condiciones experimentales. Por ende, cada anticuerpo primario frente a cada una de las
proteinas en estudio solo se afiadi6 a los 4 cubreobjetos correspondientes a las 4 condiciones
por experimento. Una vez afiadido cada anticuerpo primario diluido en BGT, se dejo6 incubar
a 4 °C hasta el dia siguiente. En este caso se usaron los siguientes anticuerpos: a-Psmd7 rb
(1:200, ab178417, Abcam), a-Psmbl rb (1:100, ab196623, Abcam) y a-Psmc2 rb (1:100,
PA5-96024, Invitrogen). También se afiadid un anticuerpo primario contra la proteina Tau
propia del axdén y contra la proteina Map2 localizada principalmente en las dendritas: a-Tau

647 (1:200, ab206061, Abcam) y a-Map2 Ck (1:1000, AB5543, Merck Millipore).



Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 5 - 10 minutos en PBS y se incubaron con los
anticuerpos secundarios diluidos en BGT durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
anticuerpos secundarios con fluor6éforos conjugados fueron los siguientes: a-anti-Ck 350
(1:200, SA5-10069, Invitrogen) y a-anti-Rb 488 (1:500, A21206, Invitrogen). Se llevaron a
cabo de nuevo 3 lavados con PBS, un lavado con dH,0 y se montaron los cristales en

portaobjetos nuevos con el liquido de montaje (ProLong Gold sin DAPI).
4.8. IMAGENES DE EPIFLUORESCENCIA

Se realizaron 5 experimentos independientes de inmunocitoquimica. En cada uno se analiz6
la fluorescencia de las cuatro condiciones N C, N A, NM C y MN Ap en cada una de las 3

proteinas en estudio.

Las imagenes fueron adquiridas usando un objetivo EC Plan-Neofluar 20 x / 0,5 (zoom de 1,6
X) en un microscopio Axio-Observer Z1. Esta equipado con las camaras digitales AxioCam
MRm Rev. 3 (Zeiss, Oberkochen,Alemania) y Hamamatsu EM-CCD ImagEM (Hamamatsu

Photonics, Hamamatsu, Japon).

Se tomaron imagenes de cinco campos aleatorios por cubreobjetos y se repitid el proceso a lo
largo de los 5 experimentos independientes. Ademds cada imagen se tomo por triplicado: en
el espectro de fluorescencia del rojo lejano a 647 nm para visualizar el anticuerpo
fluorescente anti-Tau en los axones; en el espectro a 350 nm marcado en azul mostrando la el
anticuerpo secundario anti-Map2 de las dendritas; y en verde, el espectro a 488 nm para la
identificacion del anticuerpo contra la proteina de interés. En todos los casos se ajustaron el
fondo, el contraste y la nitidez y se mantuvieron idénticos para todas las condiciones de un
mismo experimento. También se asegurd que las intensidades de pixeles estaban dentro del

rango lineal y que no se generaba saturacion.

Las imagenes fueron tomadas con ZEN 2 (edicion azul) version 2.0.0.0. software (Zeiss). La
mayoria se adquirieron con AxioCam, a excepcion de las realizadas en el espectro rojo

lejano, donde se utiliz6 la cdAmara Hamamatsu.
4.9. CUANTIFICACION DE LA FLUORESCENCIA

Se realizd una cuantificacion de la fluorescencia de cada imagen mediante el programa

Imagel.



10

Para cuantificar la intensidad fluorescente de las 3 proteinas en estudio, se llevd a cabo este
proceso con cada imagen tomada. Como se estaba investigando el efecto en axones, se
seleccionaron las imagenes en los espectros rojo (marcaje de Tau) lejano y azul (marcaje de
Map2). Asi, se eligié la neurita mas positiva para Tau y menos enriquecida en Map2.

Posteriormente, se enderez6 con la herramienta Linea segmentada en FIJI/Imagenl):

F1JI/ImageJ > Archivo > Abrir (no escalar automaticamente) > linea segmentada (40 pixeles

de ancho) > Seleccion > Enderezar

En esta neurita enderezada, se ejecutd una medicion a intervalos de 10 um que emergen del
centro del soma en el espectro verde (marcaje para la proteina de interés). Esto se gener6 con
una macro del programa disefiada internamente, y denominada circulos concéntricos
(Quintela-Lopez et al., 2019). Gracias a ella se pudo analizar la intensidad de fluorescencia
de 17 intervalos cubriendo una longitud de 170 um por neurita respecto del centro del soma.
También se midi6 la intensidad del pixel de fondo, fuera del area cubierta por la neurita para

un mayor ajuste de la medicion. Este proceso se lleva a cabo con todas las imagenes.

Brevemente, de cada imagen se obtienen los valores de intensidad de 17 intervalos. A su vez,
de cada cubreobjetos, que corresponde con una condicion de una de las tres proteinas, existen
5 imagenes. Cada proteina tiene 4 condiciones por experimento y se realizan 5 experimentos.
De esta manera, se realizé un promedio de las medias de cada intervalo de las 5 imagenes por
condicion y proteina en cada experimento, generando unos valores promedio en funcion de la

distancia que podran ser analizados estadisticamente.
4.10. ANALISIS ESTADISTICO DE FLUORESCENCIA

Los datos promedio obtenidos se procesaron y compararon estadisticamente usando

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos).

Para el andlisis estadistico se seleccionaron 3 distancias representativas del axén tomando
como referencia el centro del soma: de la parte proximal (bin 61 - 70 um), parte medial (bin

111 - 120 um) y parte distal (bin 161 - 170 um).

Recapitulando a la hipotesis del estudio, y con el fin de observar la influencia de la microglia
junto con Ap en la presencia de las proteinas de interés en los axones, se tratd de comparar las

medidas de intensidad de las condiciones, N A y MN Ag.

En primer lugar, se normalizaron los datos relativizando el valor de cada dato medido

respecto al total de la intensidad en cada condicion. De esta manera se generaron las
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frecuencias de intensidad manifestadas en el axén en funcidon de la distancia (Figura 3-A,
Figura 4-A y Figura 5-A). Los ejes Y se representaron como Log, de los valores relativos

para visualizar mejor los resultados.

Posteriormente, con los datos de las variables N A y MN Ap de cada intervalo se llevo a
cabo la prueba t (unpaired). Mediante este método se permite la comparacion de los datos de
intensidad de estas dos condiciones en el conjunto de todos los experimentos realizados para
cada proteina, otorgando informacion acerca de la igualdad o diferencia de las medidas de

estas dos variables.
5. RESULTADOS

Los primeros resultados que apoyan el buen cauce del estudio son las imagenes tomadas en el
microscopio Axio-Observer Z1, puesto que permiten detectar la presencia de las tres
proteinas del proteasoma en los axones neuronales. Un ejemplo de ello se muestra en la
Figura 2, donde se observa una neurona que ha sido sometida al tratamiento de Ap,4, en
presencia de microglia (condicion experimental MN Ap). En este caso, en el espectro verde

(Figura 2-A), se observa la fluorescencia emitida debida a la presencia de la proteina Psmb1.

Figura 2. Espectros de fluorescencia de las imagenes de epifluorescencia de la proteina Psmbl1 en la
condicion experimental MN Af tras la realizacion de la técnica de inmunocitoquimica. Objetivo EC
Plan-Neofluar 20 x / 0,5 (zoom de 1,6 x). (A) Espectro verde (488 nm) representando la intensidad de
fluorescencia en funcion de la cantidad de proteina Psmbl presente. Uso de anticuerpo primario a-Psmbl rb
(1:100, ab196623, Abcam) y secundario a-Rb 488 (1:500, A21206, Invitrogen). (B) Espectro rojo lejano (647
nm) representando la intensidad de fluorescencia en funcién de la cantidad presente de proteina axonal Tau.
Uso de anticuerpo fluorescente o-Tau 647 (1:200, ab206061, Abcam). (C) Espectro azul (350 nm)

representando la intensidad de fluorescencia en funcidn de la cantidad presente de proteina Map2 mas abundante
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en las dendritas. Uso de anticuerpo primario a-Map2 Ck (1:1000, AB5543, Merck Millipore) y anticuerpo
secundario a-Ck 35 (1:200, SA5-10069, Invitrogen).

Ademads, permite confirmar que la cuantificacion posterior de la fluorescencia mediante el
programa Imagel realmente se realiza en las neuritas mas cercanas a convertirse en axones
que en dendritas. Esto se demuestra observando cémo en el espectro rojo lejano,
representando la proteina axonal Tau, se percibe la presencia de axones (Figura 2-B). Sin
embargo, no se manifiesta ninguna presencia en la imagen del espectro azul que muestra la

fluorescencia de la proteina dendritica Map2 (Figura 2-C).

Una vez cuantificada la intensidad de las imagenes y llevado a cabo el proceso de analisis
estadistico se puede observar que, en las tres proteinas, y en las cuatro condiciones
experimentales, el perfil de intensidades relativas en funcion de la distancia en um desde el
centro del soma (Figura 3-A, Figura 4-A y Figura 5-A), disminuye exponencialmente en
los primeros 20 pm y continua decreciendo mds suavemente a medida que aumenta la
distancia a lo largo del axén. Esto se debe a que esos primeros pum constituyen el soma, lugar
donde se produce la mayor proporcidon de sintesis proteica gracias a su alto contenido en

maquinaria de traduccion.

Por otro lado, en relacion a la proteina Psmd7, ni en el intervalo proximal (Figura 3-B) ni en
el distal (Figura 3-D) se observan diferencias significativas entre las neuronas tratadas con
AP+ v su equivalente en presencia de microglia. Sin embargo, observamos una disminucion
(p = 0,0225 < 0,05 para n = 5) entre N Ag y MN Ap en el intervalo intermedio, a 111 - 120

um respecto del soma neuronal (Figura 3-C).
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Figura 3. Resultados del procesamiento de datos de la intensidad de la proteina proteosomal Psmd7 en los
axones neuronales. (A) Perfiles de intensidad promedio relativa al total de intensidad de cada condicion
experimental, en funcién de la distancia respecto del centro del soma en um. En escala logaritmica para facilitar
la observacion de su tendencia. (B) Representacion de la intensidad de Psmd7 en unidades arbitrarias (UA) en
funcion de las condiciones experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 61 - 70 um. (C)
Representacion de la intensidad de Psmd7 en unidades arbitrarias (UA) en funcion de las condiciones
experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 111 - 120 um. Diferencia significativa entre las
condiciones N A y MN Af p<0,05 (n=5). (D) Representacion de la intensidad de Psmd7 en unidades
arbitrarias (UA) en funcion de las condiciones experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de
161 - 170 um. En las tres figuras B, C y D se muestra el promedio de la intensidad medida en cada condicion
mas el error estandar de la media (sem). Condiciones de tratamiento: neurona control (N C); neurona tratada con
AB (N Ap), co-cultivo neurona-microglia control (MN C); co-cultivo neurona-microglia tratado con A (MN

Ap).

En el caso de Psmbl, no observamos diferencias significativas en ninguno de los intervalos

elegidos (Figura 4-B, Figura 4-C y Figura 4-D). No obstante, a 161 - 170 um se detecta una
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tendencia a la reduccion de la proteina entre N Ay NM Ap (p = 0,1433 para n = 5) (Figura
4-D).
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Figura 4. Resultados del procesamiento de datos de la intensidad de la proteina proteosomal Psmb1 en los
axones neuronales. (A) Perfiles de intensidad promedio relativa al total de intensidad de cada condicion
experimental, en funcion de la distancia respecto del centro del soma en um. En escala logaritmica para facilitar
la observacion de su tendencia. (B) Representacion de la intensidad de Psmbl en unidades arbitrarias (UA) en
funcién de las condiciones experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 61 - 70 um. (C)
Representacion de la intensidad de Psmbl en unidades arbitrarias (UA) en funcion de las condiciones
experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 111 - 120 um. (D) Representacion de la
intensidad de Psmb1 en unidades arbitrarias (UA) en funcion de las condiciones experimentales en un intervalo
de distancia respecto del soma de 161 - 170 um. Tendencia entre las condiciones N A y MN Af (n=5). En las
tres figuras B, C y D se muestra el promedio de la intensidad medida en cada condicién mas el error estandar de
la media (sem). Condiciones de tratamiento: neurona control (N C); neurona tratada con A (N Ap), co-cultivo

neurona-microglia control (MN C); co-cultivo neurona-microglia tratado con A (MN Ap).



15

Igualmente sucede con la proteina Psmc2 (Figura 5-B, Figura 5-C y Figura 5-D), donde
unicamente se manifiesta una tendencia en el en el intervalo 111 - 120 pum desde el soma (p =

0,0735 paran=135) (Figura 5-C).
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Figura 5. Resultados del procesamiento de datos de la intensidad de la proteina proteosomal Psmc2 en los
axones neuronales. (A) Perfiles de intensidad promedio relativa al total de intensidad de cada condicion
experimental, en funcion de la distancia respecto del centro del soma en um. En escala logaritmica para facilitar
la observacion de su tendencia. (B) Representacion de la intensidad de Psmc2 en unidades arbitrarias (UA) en
funcion de las condiciones experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 61 - 70 um. (C)
Representacion de la intensidad de Psmc2 en unidades arbitrarias (UA) en funciéon de las condiciones
experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 111 - 120 pm. Tendencia entre las condiciones
N Ay MN Af (n=5). (D) Representacion de la intensidad de Psmc2 en unidades arbitrarias (UA) en funcion de
las condiciones experimentales en un intervalo de distancia respecto del soma de 161 - 170 pm. En las tres
figuras B, C y D se muestra el promedio de la intensidad medida en cada condicion mas el error estandar de la
media (sem). Condiciones de tratamiento: neurona control (N C); neurona tratada con A (N Ap), co-cultivo

neurona-microglia control (MN C); co-cultivo neurona-microglia tratado con A (MN Ap).
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6. DISCUSION

En resumen, para alcanzar el objetivo de validar del estudio protedmico mediante la
deteccion de las proteinas de interés Psmd7, Psmbl y Psmc2 en los axones, se empled la

técnica de inmunocitoquimica, confirmando su presencia.

Por otro lado, no se verifica la hipotesis establecida en la que la microglia y la presencia de
Ap inducirian la expresion local de la proteina proteosomal Psmd7, pero reducirian la
expresion local de Psmbl y Psmc2. En contra de lo esperado, a nivel experimental se observa
que la expresion local axonal de Psmd7 en presencia de Ap, 4, y microglia disminuye en
comparacion a su expresion sin la presencia de microglia, existiendo incluso una diferencia

significativa entre dichas condiciones.

Esta diferencia entre los datos esperados por el estudio de protedmica y los obtenidos
experimentalmente a través de la cuantificacion de fluorescencia, puede deberse a los
métodos de normalizacion que suele emplear la técnica de proteémica. La normalizacion de
los datos para su posterior andlisis estadistico en protedmica se realiza respecto a la cantidad
de proteinas detectadas, en este caso, superando las 1800. Sin embargo, los resultados
experimentales obtenidos en este estudio se normalizan respecto al drea y cantidad total de

proteina de interés.

En el caso de Psmbl y Psmc2, a pesar de no haber detectado cambios significativos entre las
condiciones en estudio, si se aprecia una tendencia en direccion a la hipotesis establecida ya
que su expresion local en presencia de AB,4, y microglia disminuye en comparacion a su
expresion sin la presencia microglial. Por ello, si se contara con un mayor nimero de

experimentos, estas proteinas podrian ser finalmente validadas en un futuro.

Mediante inmunocitoquimica observamos una disminucion de la expresion de las proteinas
en estudio en presencia de microglia y de AB,.4, en comparacion con los cultivos de neuronas,
lo que sugiere que la microglia juega un papel inhibitorio en la expresion de las mismas en

los axones.

La inhibicion del proteosoma implica que este no pueda cumplir su funciéon de mantener la
homeostasis de proteinas en el organismo catalizando su degradacion selectiva. De esta
manera, se va a generar la acumulacion de proteinas que deberian ser eliminadas. Estudios
demuestran que durante la evolucion de la EA se produce la acumulacion de proteinas

aberrantes y mal plegadas que exhiben funciones neurotoxicas (Bhatia et al., 2023). Por ello,
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esta inhibicién mediada por la microglia puede tener consecuencias en el proteoma local que

contribuyan al desarrollo de la enfermedad.

Como ya se comentd anteriormente, existen evidencias de que las células de Schwann
suministran polirribosomas a axones dafiados, indicando que estas células son capaces de
regular la sintesis de proteinas axonales a través de la transferencia de ribosomas localmente
(Court et al., 2008). Parece ser que esta transferencia se lleva a cabo mediante vesiculas
extracelulares que establecen una conexién glia - neurona contribuyendo a la modulacion del

proteoma local (Lopez-Leal & Court, 2016).

Ya se conocen casos en los que las vesiculas extracelulares gliales afectan al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. Parece que las vesiculas microgliales pueden contener
formas toéxicas de AB, 4, ¥ ABi4 que contribuyen a la propagacion de especies amiloides
neurotoxicas por el cerebro. Ademads, también pueden portar miARN especificos que inhiban

la traduccion de proteinas (Pistono et al., 2021).

Esto expone una posible hipdtesis basada en la liberacion de componentes vesiculares
microgliales que de alguna manera contribuya a la inhibicion proteasomal. Hipotesis apoyada
por estudios realizados en el laboratorio, que exponen a la luz antecedentes de la
transferencia de vesiculas astrogliales con ribosomas desde los astrocitos hasta los axones
neuronales. En primer lugar, se observé un enriquecimiento de las proteinas ribosomales al
secuenciar vesiculas astrogliales. Después, se detectd el aumento de ribosomas en los axones
neuronales al co-cultivar las neuronas y astrocitos, lo que demuestra la transferencia de estas
proteinas ribosomales via vesicular. Esto concuerda con el estudio protedmico donde uno de
los cluster sugeria que los astrocitos regulan la expresion de proteinas implicadas en la

sintesis proteica.

En el caso de la microglia, en el estudio protedmico no se observa la regulacion de las
proteinas ribosomales pero si de las proteosomales. Por ello, es posible que la microglia
pueda liberar componentes vesiculares que inhiban la expresion del proteosoma influyendo

en la modulacion del proteoma local y favoreciendo la evolucion de la EA.
7. CONCLUSIONES

En este trabajo confirmamos la presencia de Psmd7, Psmbl y Psmc2 en los axones
neuronales. Sin embargo, mientras que Psmd7 muestra una expresion en presencia de

microglia contraria a los estudios protedmicos, probablemente debido a las diferencias en la
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normalizacidn de los datos entre ambos métodos, Psmbl y Psmc2 si muestran tendencias en
linea a lo esperado. Ademas, se observa una tendencia inhibitoria de la expresion de las
subunidades del proteasoma por parte de la microglia, lo que sugiere la necesidad de
investigaciones posteriores para definir las causas y consecuencias de esta inhibicion. Por
ejemplo, estudios relacionados con la supervivencia neuronal cuando se inhibe por completo
la expresion del proteasoma o al administrar vesiculas microgliales aisladas en un contexto de

EA.

Finalmente, para terminar de validar s6lidamente este estudio protedmico, deberia realizarse
la deteccion de la presencia del propio mRNA de las proteinas de interés en las neuritas por
PCR vy analizar la traduccion local de cada una de ellas. Esto permitiria abrir futuras lineas de
investigacion a la hora de determinar las funciones del proteoma local durante la EA, con el

fin de establecer nuevas dianas terapéuticas que disminuyan la progresion de la enfermedad.
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