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Introduccién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una preocupacion global debido a su naturaleza neurodegenerativa. La
patologia de la EA incluye la acumulacién de péptido amiloide beta, fosforilacion de tau y neuroinflamacién. Un
factor de riesgo en la EA es la apolipoproteina E (apoE), que se expresa en tres alelos (apoE2, apoE3 y apoE4) que
influyen en el riesgo y la progresion de la enfermedad. La neuroinflamacién es también una patologia central de la
EA donde las citoquinas, pequefias proteinas de sefializacion, desempefian un papel esencial. La quimiocina CCL1
regula procesos celulares como la concentracion de calcio intracelular, la migracidn celular y la apoptosis, un
mecanismo de muerte celular programada. Esta investigacion se enfoca en la relacion entre los alelos de apoE, el
péptido amiloide beta y la regulacion de la citoquina CCL1 en cultivos primarios neuronales. Evaluamos ademds, la
quimiocina IL-18, cuya expresion disminuye significativamente en una cohorte panamefia de personas con EA. La
comprension de estas interacciones podria tener implicaciones importantes para futuras terapias y estrategias de
manejo de esta enfermedad neurodegenerativa.

Métodos

*  Se prepararon cultivos celulares primarios de hipocampo a partir de ratas Sprague Dawley de 17 a 19 dias de
gestacion (E17-E19). El tejido se trituré mecanicamente luego de digestion en tripsina. Células viables se
sembraron a 1.2x1075 células por pocillo. Los cultivos se estimularon con vehiculo (neurobasal, NB), 30 uM de
ApoE y 10 uM de oligomeros amiloide beta (AB) por 24h.

* La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH). La actividad de LDH se
midié de acuerdo con el protocolo del fabricante en sobrenadantes de los cultivos estimulados.

* Paraladeteccidn de las proteinas CCL1 e IL-18 en los sobrenadantes del cultivo celular, se utilizé un ensayo de
ELISA de tipo sandwich. Se siguieron las instrucciones del fabricante y utilizando series de dilucién de
proteinas de rata CCL1 e IL-18 como estandares. Cada condicidn se evalud por triplicado y se normalizé a la
condicién control para evaluar cambios relativos.

Figura 1. . Evolucién morfoldgica de neuronas piramidales del hipocampo obtenidas de embriones E17-19 de ratas
Sprague Dawley de la colonia del INDICASAT AIP. A) Neuronas en dia in vitro 1, magnificacion 400x. B) Neuronas
en dia in vitro 3, y C) dia in vitro 6. Magnificacién 100x.

Resultados
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Figura 1) Viabilidad celular. Actividad de LDH en presencia de alelos de ApoE y AB

Los cultivos fueron tratados por 24 horas con 30 uM de las isoformas ApoE y 10 uM amiloide beta. La viabilidad
celular de neuronas hipocampales disminuye en presencia de las isoformas ApoE y amiloide beta (p= 0.0038 y p<
0.0001, respectivamente)
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Figura 2) Expresion de la quimiocina CCL-1 en presencia de isoformas de ApoE y AB

CCL-1 se midi6 mediante ensayo de ELISA en presencia de 30 uM de las isoformas de ApoE y 10 uM AB.
observamos un incremento significativo de la expresion de CCL-1 en presencia de AB (p= 0.0003), en la presencia
de ApoE3 y AB(p=0.0348) y ApoE4 y AB(p=0.0131), mas no en presencia de ApoE2.

3

£ 1.54

g m NOAB
o

2 = WITHAB
£ 1.0

£

-]

£

7 051

o

£

< 0.0-

=

NB E2 E3 E4

Figura 3) Expresion de la quimiocina IL-18 en presencia de isoformas de ApoE y AB

IL-18 se midié mediante ensayo de ELISA en presencia de 30 uM de las isoformas de ApoE y 10 uM AP. se observo

que AR, ApoE €2 y ApoE €3 no afectan los niveles de IL-18. ApoE €4 en ausencia o presencia de AP aparenta

dismnuir la expresién de IL-18 (datos pilotos).

Conclusion

* La presencia de ApoE y AB redujo la viabilidad celular. En estas condiciones, no observamos una regulacién
diferencial de acuerdo a la isoforma. Este hallazgo puede sugerir que mas ApoE, independiente de isoforma,
promueve la muerte celular.

e La quimiocina CCL1 se expresa en mayor cantidad en presencia de AB, y en presencia de ApoE3 y AB, y ApoE4
y AB. Estos datos sugieren que CCL-1 es inducida por amiloide y esta involucrada en la patologia de la EA.

e La quimiocina IL-18, una proteina proinflamatoria, se encontré disminuida en presencia de ApoE4, lo que
sugiere que APOE4 podria limitar procesos neuroinflamatorios necesarios para la homeostasis cerebral.
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