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En astrocitos humanos, el estrés
hipoglicémico facilita la insercién de
amiloide beta (AbP [1-40]) que forma un

canal de calcio no regulado.
MJulio Brito, PJuan M Alarcén, P’Carlos Sciaraffia, ®Eduardo Rojas.

Resumen

Los hallazgos patoldgicos de la
enfermedad de Alzheimer
(EDA) incluyen pérdida selec-
tiva de neuronas, nunerosos
depositos extra-celulares deno-
minados placas seniles y ovillos
neurofibrilares en el cerebro de
los pacientes. El principal com-
ponente de las placas seniles es
un péptido de 39 a 43
aminodcidos denominado pro-
teina beta-amiloide (AFP). Un
creciente ntimero de reportes
sugiere que los elevados niveles
de beta amiloide extracelular
en la enfermedad de Alzheimer
altera la homeostasis del calcio
libre intracelular. En concor-
dancia con resultados previos,
nosotros hemos mostrado ante-
riormente que en las neuronas
hipotalimicas expuesta al AP
[1-40], se produce la forma-
cidn espontdnea de canales ca-
tidnicos selectivos a través de la
membrana plasmdtica. Esta en-
trada desregulada de Ca®' y
Na* conduce a la apoptosis
neuronal. En este estudio, cul-
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tivamos astrocitos bumanos (linea celular 132 IN1) con un
medio de cultivo libre de Calcio y procedimos a exponer las
células 132 IN1 al AFP [1-40], luego de pre-incubar en au-
sencia de D-glucosa o en su nivel fisioldgico (5.5 mM). En-
contramos y reportamos aqui gque, una exposicion de 15 min
de los astracitos a un medio privado de D-glucosa ocasiona
una rapida entrada de Ca’*. En contraste, la utilizacién de
la misma dosis de AFP [1-40] a las células 132 INI que
fueron expuestas a niveles fisioldgicos de D-glucosa (5.5
mM), muestra que la entrada de Ca’* y Na' se redujo sustan-
cialmente. Ya que la hipoglicemia deteriora la sintesis de
ATP el nivel de ATP deberia caer y por tanto todas las ATP-
asas de la membrana plasmdtica, tales como las bombas
catidnicas, se tornarian incapaces de mantener el equilibrio

del Na', Ca’* y K* .

Summary

The pathological hallmarks of Alzheimer’s disease (AD)
include selective neuronal loss, numerous extra-cellular
deposits termed senile plaques, and neuro-fibril tangles in the
patients brain. The major component of senile plaques is a
39- to 43-amino acid peptide termed ff-amyloid prorein
(AFP). A growing number of reports suggest that elevatred
levels of extra cellular Alzheimer’s [f-amyloid alters the
homeostasis of intracellular free calcium. In line with
previous results, we have previously shown that Hypothalamic
neurons exposed to AfFP [1-40] leads to the spontaneous
formation of cation selective channels across the plasma
membrane. The unregulated Ca?* and Na* entry leads in to

neyronal apoptosis. In this study, we loaded human astrocytes
(cell line 132 IN1) with a free Calcium reporter dye and
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proceeded to expose the 132 INI cells to AFP [1-40], after
pre-incubation in the absence of D-glucose or in its
physiological level (5.5 mM). We found and report here that,
a 15 min exposure of the astrocytes to a medium devoid of D-
glucose causes a fast entry of Ca’. By constrast, application
of the same dose of AP [1-40] to the 132 INI cells which
were exposed to physiological levels of D-glucose (5.5 mM),
Ca?* and Na* entry was substantially reduced. Since,
hypoglycemia impairs ATP synthesis, the ATP level will drop
and, therefore, all plasma membrane ATP-ases, such as
cation pumps, would be unable to maintain Na*, Ca’* and

K* homeostasis.

Introduccién

La Enfermedad de Alzheimer (EDA) se caracteriza
por la pérdida selectiva de nucleos colinérgicos vin-
culados con procesos de memoria, tales como hipo-
campo, partes adyacentes al I6bulo temporal y nicleo
basal de Meynert ). Caracteristicamente, en dichas
zonas existen depdsitos peptidicos (ovillos neurofi-
brilares intracelulares y placas seniles intercelulares),
en cuya composicién participa invariablemente un
péptido de entre 39 y 43 aminodcidos (Aas), denomi-
nado amiloide beta (ARP). Existe correlacién entre el
dafio anatémico, ¢l progreso del déficit colinérgico-
muscarinico, y la severidad del cuadro clinico .

La evidencia acumulada indica que ARP ¢s ncurotoxi-
co, apareciendo involucrado en la mayoria de¢ los mo-
delos de EDA 354789 §in embargo, y a pesar de la
cxtensa investigacién en este campo, no se conoce el
mecanismo exacto que da cuenta de la capacidad
téxica del ARP "', pero aparentemente representa
una via final comiin, mediante la cual se expresan
otras alteraciones asociadas a la EDA.

A partir de estudios realizados en sistemas artificia-
les, se ha propuesto un mecanismo molecular que ex-
plicaria la toxicidad del péptido ARP "' *¥™¥ En es-
tos estudios, se muestra que el péptido sintético ARP
[1-40], idéntico al amiloide encontrado ¢n los depd-
sitos in vivo, se incorpora en bicapas planas de
fosfolipidos. También se determind que una vez in-
corporado en la membrana, el ARBP [1-40] se agrega-
ria formando un canal selectivo a cationes (Ca?', K* y

Na* entre ellos), con conductancias de canal dnico
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entre 10 y 5000 pS"'**®, En conjunto estos resulta-
dos proporcionan una base experimental para la hi-
pétesis de la neurotoxicidad del ARP[1-40] en la
EDA ®,

Este trabajo se basa en ese modelo; se miden las rela-
ciones entre la presencia de ARP, el stress hipoglice-
mico, y la concentracién citosélica de calcio.
Materiales y Métodos

Cultivo celular

Se cultivaron células de astrocitoma humano (linea
132 1N1) (Center for Applied Microbiology & Re-
search), a 36,5°C, en atmdésfera regulada, en el me-
dio de cultivo: 10 % Suero fetal de bovino (Gibco),
1% Penicilina/Estreptomicina (Biofluids), 2.5 mg/ml
fungizona (Biofluids), todo en DMEM (Dulbeco’s
modified Eagles medium, Gibco). Para cada corrida
experimental se utilizaron dos frascos de células cre-
cidas hasta la semiconfluencia (aproximadamente
70% de conlluencia, 4 x 10" células por frasco). En
ese momento, los frascos de cultivo eran retirados de
la incubadora y las células lavadas varias veces con
solucién Krebs normal para retirar el medio de culti-
vo, siendo posteriormente sometidas al protocolo de
carga.

Carga de la sonda fluorescente indo-1 AM a células
132 1IN1

Se urilizé la sonda fluorescente Indo-1 AM (Molecu-
lar Probes Inc. Eugene, OR) que al unirse a calcio
cambia su emision de fluorescencia, en concentracién
de 5 mg/ml en solucién Krebs normal de la siguien-
te composicion (en mM): 140 NaCl, 5 KCI, 2,6
CaCl,, 1 MgCl,, 0.1 EGTA y | HEPES, el pH fue
ajustado a 7.4 con NaOH (Sigma). A 5 ml de esta
solucidn (solucién de carga) se le agregé glucosa 1 gf
I, mientras que a los otros 5 ml una cantidad equi-

osmolar de sacarosa (la osmolaridad de la solucién

con glucosa fue de 340 mOsm/l). En un frasco se

cargé la sonda disuelta en una solucién con glucosa y
en el otro se cargd la sonda disuelta en una solucién

sin glucosa. Las células de ambos frascos se incuba-



ron con las soluciones respectivas durante 90 min. a
temperatura ambiente (20-22 °C) en total oscuridad.
La carga con el colorante fluorescente expresada en
unidades arbitrarias de fluorescencia, en las células
incubadas en presencia o ausencia de glucosa no fue
estadisticamente diferente, respectivamente; 1,124 &
0,03609 y 1,32485 + 0,09706 (p < 0.05).

Medicién de calcio citosélico

El registro de fluorescencia se realizé en 1 ml de cé-
lulas en suspension (aproximadamente 800 mil célu-
las 132 1N1 en solucién Krebs normal), en una cu-
bera de cuarzo (Fisherbrand, 10 mm lado). Los valo-
res de fluorescencia medidos fueron estandarizados
por la fluorescencia méxima obrenida al fin de cada
experimento por exposicién de las células a
Trit6nX100 0,1%.

Las medidas de fluorescencia se realizaron usando un
fluorimetro de alta sensibilidad provisto de dos
foromultiplicadores de bajo ruido (Products For Re-
search Inc.). Las células cargadas con la sonda indo-
1. fueron excitadas a una longitud de onda de 340
nm con ldmpara de Xenén (500 W), y su emision
captada a 405 nm. Durante cada experimento, la se-
fial de voltaje del foromultiplicador fue primero de-
tectada por una unidad VCR y PCM (Pulse Code
Modulator, Unitrade, Toshiba), y simultdineamente
monitoreada y grabada en un PC. Para este propésito
la sedial fue digitalizada usando una interfaz DMA
TL-1 (Axon Instruments) controlada por el progra-
ma de adquisicién Axotape (Axon Instruments) desde
el PC. El andlisis de los registros almacenados en el
PC se hizo usando el programa Origin 5.0 (Microcal
Origin).

Mediciéon de ATP

Para determinar la concentracién de ATP citosélico
en células incubadas en presencia o ausencia de glu-
cosa 1 gll, se registré en forma continua la luminis-
cencia emitida producto de la reaccién luciferina-

luciferasa en presencia de ATP (kit comercial lucife-

rina-luciferasa de Sigma). Células crecidas hasta la
semiconfluencia fueron resuspendidas en una solu-
cién Krebs normal y se incubaron durante 90 min
en presencia o ausencia de glucosa. Posteriormente,
100 ml de la suspensién de células incubadas
(150.000 células) con o sin glucosa se agregaron a un
tubo de pldstico hidrofébico (de punta redonda y 3
mm de ancho), se afiadié 50 ml de la solucién co-
mercial de luciferina-luciferasa (1 mg/ml). La reac-
cién luciferina-luciferasa mds ATP fue obtenida me-
diante la permeabilizacién de las membranas celula-
res con 10 ml de la solucién comercial del detergente
suave extralight (Analitical Luminiscence Labs). Esto
permitié determinar los niveles de ATP citosédlico en
células incubadas con o sin glucosa. Para determinar
el nivel de ATP rotal, las muestras fueron sonicadas
por'30 segundos. La luminiscencia basal y la obser-
vada tras la adicién de extralight fue registrada en un
equipo homélogo al descrito para el registro de la
amplitud de la emisién de fluorescencia del indo-1.
Al igual que los registros de fluorescencia, los regis-
tros de luminiscencia fueron visualizados y almacena-
dos simultdneamente en un PC 486 usando ¢l pro-
grama Axotape. El anilisis de los datos y la confec-
cién de las figuras se realizé usando el programa
Origin 4.1.

Drogas y péptidos

Se utilizaron: ABP[1-40] y ARP[40-1] (ambos
Bachem).

Anilisis Cinético

El cilculo de la constante de tiempo de la respuesta
de incremento en la [Ca®'], evocada por el ARP[1-40]
fuc obtenida a partir del ajuste exponencial a los re-
gistros nativos. La ecuacion utilizada se definid

como:

(Ca™], = [Ca®],,,, (-

max

e-{t.r't))

En donde [Ca?] representa la concentracién de Ca*'

citosslico; [Ca?] _representa el valor médximo de la
: e de Cattcitosdlico: [ e

concentracion de Ca?* citosélico; t representa el tiem

po; y t la constante de tiempo.
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Procesamiento estadistico

Para determinar si existe o no diferencias significati-
vas entre las respuestas, los promedios de las ampli-
tudes mdximas de cada respuesta o de cada valor de ¢
(constante de tiempo), fueron sometidos a un test-t-
student (datos no pareados), se considerard significa-
tiva la diferencia a un p<0.05.

Resultados

Las células incubadas sin glucosa presentan niveles
significativamente menores de ATP.

La figura 1 muestra la amplitud de la luminiscencia
emitida por la reaccién de luciferina-luciferasa en
presencia de ATP, determinada en células 132 IN1
incubadas por 90 min en Krebs normal sin (primera
columna) y con glucosa (segunda columna). Las co-
lumnas representan el valor promedio * la desviacidn
estdindar (n=5). Se observa claramente que en células
incubadas sin glucosa el nivel de ATP citosélico (280
+ 20 pM) es significativamente menor quc ¢l nivel de
ATP citosdlico determinado en células incubadas con
glucosa (700 + 25 pM).

El ARP[1-40] induce incrementos del Ca?* citosélico,
y este es mayor en las células incubadas sin glucosa.
La figura 2 muestra los cambios en la I(:alz*]i induci-
dos por la adicién del ARP[1-40] medido en células
132 1N1 cargadas con la sonda fluorescente sensible
a Ca?, indo-1. La adicién de 5 mM ARP[1-40] evocd
un incremento de la [Ca*] en células 132 INI,
como se ha descrito previamente "%,

El incremento en la [Ca**]. observado tras la adicion
del péptido en células incubadas sin glucosa fue de
mayor amplitud y de cinética mds rdpida en compa-
racién al incremento en la [Ca’], evocado por el
ARP[1-40] en células incubadas con glucosa (Figura
3). En la figura 3A se observa que la amplitud de la
fase meseta del incremento en la [Ca®']. evocado por
cl ARBP[1-40] en células 132 IN1 incubadas con glu-
cosa (normalizado a 1) es la mitad de la respuesra re-

gistrada en células incubadas sin glucosa. Ademais, la

constante de tiempo (t) del ascenso, calculada dcl
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Figura 1: Nivel de ATP citosdlico en células 132 IN1I.
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Figura 2: Cambios en la [Ca2+] inducidos por la adiccidn

del AP[1-40].

ajuste a los daros experimentales (ver métodos) para
el incremento en la [Ca’] observada en células incu-
badas sin glucosa fue cercade un 20% menor (Figura
3B).
calculada para la respuesta evocada por el ARP[1-40]

De csra forma el menor valor numérico de la t

observada e¢n células incubadas sin glucosa indica
que esta respuesta es mds rdpida que la observada en

células incubadas con glucosa.



En la figura 3 A, representa amplicud mdxima nox-
malizada de la fase meseta del incremento en la
[Ca?*]. evacado por el ARP[1-40] en células 132 IN1
incubadas con (primera columna) y sin (segunda co-
lumna) glucosa. B, indica la constante de tiempo (r)
normalizada calculada para la respuesta al ARP[1-40]
en células incubadas con (primera columna) y sin
(segunda columna) glucosa. Las columnas represen-
tan el valor promedio + la desviacién estdndar (n=6).
Los valores de amplitud mdxima y constante de tiem-
po para cada respuesta al ARP[1-40] fueron normali-
zados por el valor de la amplitud mdxima y constante
de tiempo de respuesta al ARP[1-40] determinado en
células 132 1N1 incubadas con glucosa. La [Ca®'].
maxima para la respuesta al ARP[1-40] en células in-
cubadas con y sin glucosa fue de 134+6 nM y
278+10 nM, respectivamente. La [Ca™]. basal para
células incubadas con y sin glucosa fue de 10426 nM
y 107+5 nM, respectivamente. La t para la respuesta
al ABP[1-40] en células incubadas con y sin glucosa
fue de 0.21+0.01 min. y 0.17+0.02 min. respectiva-

mente.

Figura 3
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Figura 3: Figura 3. Andlisis de la respuesta al AFP[1-40] en
células 132 IN1.

Discusién

El ARP[1-40] evoca el aumento de la [Ca*]. en célu-
las 132 INI.

Los resultados indican que la adicién del ARP[1-40]
induce un incremento de la [Ca*] de células 132
IN1. Estos resultados, en concordancia con otros an-
teriores ' *¥Y son consistentes con la idea de que el
ARP[1-40] se incorpora a las membranas y forma un
canal permcable a cationes. El estudio de las propie-
dades de agregacién e hidrofobicidad del péptido
concuerdan con el hecho de que el ABP[1-40] a pH
fisiolégico presenta una estructura ideal para incor-
porarse en la membrana y formar un canal *¥. Esta
informacién, fue respaldada por el andlisis por
difraccién de rayos X del péptido-canal en bicapas
planas 0419, sentando de esta manera las bases es-
tructurales para entender la conducta del ARP como
un canal. Ademds, basindose en rablas de hidrofobi-
cidad/hidrofilicidad de los residuos aminoacidicos,
muy usadas en modelos predictivos, se ha propuesto
una estructura para el péptido ABP[1-40] en la mem-
brana lipidica que es totalmente consistente con los
hallazgos cristalogrificos antes mencionados. En el
andlisis, el segmento NH;-D—A-E-F—R-H-D-S-G-Y—
E-V-H, en el amino terminal, forma una estructura
de hoja R plegada, mientras que los segmentos, hacia
el terminal carboxilo, K-L-V-F-F-A-E-D-V y K-G-
A, 1-I-G-L-M,-V-G-G-V-V -COO" separados por
un pliegue en el segmento -N-§5-G,,, adquieren una
estructura de hélice c-. Con posterioridad Durell y
col. "9 desarrollaron un modelo molecular de las es-
tructuras cuaternarias del canal catiénico formado
por el péptido ABP[1-40] (Figura 4) y los posibles
estados de polimerizacién en la bicapa, el cual fue
consistente con el anilisis hidropdtico.

En la figura 1 se observa que el nivel de ATP
citosélico disminuye a menos del 50% cuando las cé-
lulas han sido incubadas por 90 minutos en solucién
Krebs sin glucosa. La condicién de estrés energético

en células de cultivo inducida por la incubacién en
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Figura 4
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Esquema Secuencia amino acidica del AFP[1-40]. Los resi-
duos aminoacidicos estdan seiialados por el cédigo de una le-

tra. Cargados positivos: K=lisina, H=histidina, R=arginina.
Cargados negativos: D=dcido aspdrtico, E=dcido glutdnico.
Polares neutros: M=metionina, N=asparagina, S=serina,
Hidréfobos: A=alanina,
F=fenilalanina, G=glicina, V=valina,

I=isoleucina. (Tomado de Durell et al. 1994).

Y=tirosina, Q=glutamina.

L=leucina,

ausencia de glucosa, es un fenémeno descrito en la

(17 Por otro lado existen

literatura reportes de un
efecto parcialmente protector de la toxicidad del
ARP[25-35]) sobre neuronas en cultivo, cuando au-
mentaban los niveles de ATP, mediante la
suplementacién con creatina en el medio de cultivo
(% Por otro lado, en pacientes con EDA, se ha des-
crito una alteracién de la funcién mitocondrial con
disminucién de la fosforilacién oxidativa, cuyo papel

9 La hipdtesis de este

patogénico estd por definirse
trabajo propone la idea que las células estresadas son
mds susceptibles al efecto de ARP[1-40], lo que con-
cuerda con los hallazgos. Una explicacién de este

efecto diferencial, puede estar dada por un cambio en
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las propiedades de la membrana citoplasmdtica de las
células afectadas. La formacién de canales de ABP[1-
40] a su vez, acentuaria la descompensacién metabo-
lica de estas células, causada por la pérdida del K*, y
la ganancia de Na* y posiblemente Ca®. Las constan-
tes de tiempo calculadas para las respuestas al ARP[1-
40] en células incubadas con y sin glucosa presentan
una diferencia de sélo un 20%; esto implica, con ma-
yor probabilidad, un aumento en el nimero de uni-
dades conductoras mds que un mejoramiento en la
conduccién de Ca®* por parte del canal.
Conclusiones

Los resultados permiten concluir que la amplitud
méixima del incremento en la [Ca®'], evocado por el
ARP[1-40] es mayor en células 132 IN1 sometidas a
stress hipoglicémico. Este déficit energético puede
actuar por miultiples mecanismos que se podrian re-
sumir como cambios en las propiedades ¢ membrana

determinantes de susceptibilidad al depésito peptidi-

Co.
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