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La plasticidad de las sinapsis glutamatérgicas, que implica cambios en la dindmica de
los receptores de glutamato, se ha convertido en un mecanismo celular central
involucrado en los procesos de plasticidad sindptica asociados al aprendizaje y la
memoria. Hay evidencias que confirman que alteraciones en estas sinapsis podrian
estar relacionadas con las deficiencias de aprendizaje y memoria observadas en el
deterioro cognitivo leve (DCL) y las primeras etapas de la enfermedad de Alzheimer
(EA). Nuestra propuesta es dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes
relacionados con la regulacion de los receptores AMPA para el glutamato (AMPAR) que
pueden estar involucrados en la disfuncion sindptica temprana y los déficits cognitivos
asociados a las primeras etapas de la EA con el objeto de identificar nuevas dianas
terapéuticas y biomarcadores que puedan promover la prevencion y el diagndstico
temprano. En base a los datos obtenidos en este proyecto, creemos que la disfuncion
sinaptica mediada por oAB que estd asociada a los déficits sinapticos y de aprendizaje
tempranos se puede deber, entre otros factores, a una alteracion en la presencia de
GIuA1-AMPAR funcionales en la membrana sindptica como consecuencia de la
combinacidn de diferentes procesos: (1) una regulacién negativa de AKAP79/150 y
carnitina palmitoliltransferasa I (CPT1C); (2) una disminucién en la sintesis sinaptica
de estos receptores por la regulacidn alterada de los miRNA, y (3) la sobreexpresion de
SSAOQO/VAP-1 que afecta la liberacién de angioneurinas necesarias para la funcion
adecuada de los AMPAR sinapticos. Al utilizar diferentes modelos experimentales in
vitro e in vivo de AD, junto con muestras humanas de control y pacientes con MCI o
AD inicial, nuestra propuesta ha podido identificar nuevos objetivos terapéuticos de
futuro y una firma molecular utilizable como biomarcador temprano que puede permitir
promover la prevencién, el diagnodstico y las terapias de recuperacién futuras en las

primeras etapas de la enfermedad.

La regulacién de los niveles de los receptores AMPA (AMPAR) en la membrana

postsindptica es un mecanismo importante involucrado en el aprendizaje y la formacién



de la memoria. Numerosas evidencias han sugerido que una alteracién en los
receptores sinapticos de AMPA esta involucrada en los déficits cognitivos iniciales
observados en la EA. El objetivo principal del proyecto fue probar si AKAP79/150,
CPT1C, la regulacion alterada de los miRNA o la alteracién de la barrera
hematoencefalica contribuyen a la disfuncion del receptor AMPA en modelos

experimentales de EA.

La transmision sinaptica excitatoria esta estrechamente regulada por la cantidad y
funcionalidad de los receptores AMPAR presentes en la sinapsis. Las evidencias
actuales sugieren que los AMPAR se insertan en la membrana postsinaptica durante la
potenciacion a largo plazo (PLP) y podrian eliminarse de la membrana durante la
depresién a largo plazo (DLP). Ademas, se ha demostrado que los oligdmeros del
péptido AB (0AB) alteran la funcion y la estructura sinaptica, inhiben la PLP y facilitan
los procesos de DLP. La desfosforilacién de GIuA1l en los residuos Ser845 y un aumento
en su endocitosis son eventos criticos en la modulacidon de la DLP. Ademas, los cambios
en las proteinas del andamiaje situadas en la densidad postsinaptica (DPS) también
estan relacionados con la regulacién de AMPAR en la sinaptopatologia mediada por
0AB. En el presente estudio, hemos analizado el efecto de la induccion de la DLP
guimica (cDLP) u oAB en los niveles de AKAP150, una proteina sinaptica que se ha
propuesto que funciona como andamio de senalizacién en la regulacién de la
fosforilacién, actividad del canal y el trafico endosomal de AMPAR. Determinando los
niveles de AMPAR en neuronas cultivadas hemos podido observar como tanto los oAB
como la cDLP inducen una degradacion de los niveles de proteina AKAP150 que
depende de la activacidon del proteosoma pero no de la actividad de la calcineurina
(CaN). La reduccion de AKAP150 es paralela a la desfosforilacién en Ser845 y
endocitosis sinaptica de receptores AMPA conteniendo la subunidad GluA1l mediada por
0AB (y cDLP). Una relacidn causal entre la disminucidon de los niveles de AKAP150 vy la
endocitosis de los AMPAR también estd respaldada por la desfosforilacion de GluA1l
Ser845 y la endocitosis de los AMPAR de GIuA1l observada cuando se silencié la
expresion de AKAP150. Por otro lado, la sobreexpresion de AKAP150 restaurd los
niveles de AMPAR, reduciendo la endocitosis y la desfosforilacién de GluA1. Como
AKAP79/150 es una proteina sinaptica que se ha propuesto que funciona como un

andamio de sefalizacién que regula la fosforilacion de AMPAR, la actividad del canal y



el trafico endosomal asociado a la plasticidad sinaptica, los cambios mediados por oAB
en los niveles de AKAP79/150 podrian estar relacionados con una desregulacion de los

receptores sinapticos de AMPA en las primeras etapas de la EA.

Datos recientes sugieren que uno de los componentes del complejo AMPAR es la
carnitina palmitoiltransferasa 1 C (CPT1C), una isoforma especifica presente en el
cerebro y ubicada en el reticulo endoplasmico de las neuronas. Resultados previos
demostraron que la deficiencia de CPT1C interrumpe la maduracion de espinas
dendriticas en las neuronas del hipocampo y afecta el aprendizaje espacial. Sin
embargo, el papel de CPT1C en la fisiologia de AMPAR era desconocido. En el presente
proyecto, hemos demostrado que CPT1C se une a GIuAl y GIuA2 y que las tres
proteinas tienen el mismo perfil de expresion durante la maduracién neuronal.
Ademas, en las neuronas del hipocampo de ratones knock-out para CPT1C (KO), las
corrientes postsindpticas excitadoras en miniatura mediadas por AMPAR vy los niveles
sindpticos de las subunidades GluAl y GIuA2 de AMPAR disminuyen significativamente.
Demostramos que la expresiéon de AMPAR depende de los niveles de CPT1C. Hemos
constatado que los niveles totales de GluAl y GIuA2 estan disminuidos en el hipocampo
de ratones CPT1C KO y que esos niveles pueden regresar a la normalidad si
sobreexpresamos en las neuronas CPT1C. CPT1C parece afectar selectivamente a los
AMPAR, ya que no observamos variaciones en los niveles de otras proteinas sinapticas.
Notablemente, los niveles de ARNm de AMPAR se mantuvieron sin cambios en esos
cultivos, lo que indica que CPT1C esta involucrado en la regulacidon postranscripcional
de dichos receptores, y afecta principalmente la sintesis de novo de GIuAl y no su
degradacion. Ademas, en las neuronas CPT1C KO, la sintesis de GIuA1l después de la
cDLP disminuyd claramente. Estos datos identifican CPT1C como un nuevo regulador
de la eficiencia de traduccion de AMPAR vy, por lo tanto, de la funcion sinaptica en el
hipocampo. Sin embargo, aunque observamos una disminucién en los niveles de
proteina CPT1C en el hipocampo de pacientes con EA en estadios Braak III/IV, no
pudimos observar cambios significativos en los niveles de proteina CPT1C en cultivos
de neuronas de hipocampo después del tratamiento con oAB o en los cultivos
hipocampales provenientes de ratones APPs,, 4. Por lo tanto, no parece existir una

relacién entre los niveles de CRT1C y la disminucion en AMPAR sinapticos observada en



los modelos experimentales de EA, aunque si que CPT1C regula los niveles totales de

dicho receptor.

Varias evidencias indican que el deterioro cognitivo observado en las primeras etapas
de la EA podria explicarse por alteraciones en la funcion sinaptica que precederian a la
neurodegeneracién. Ademas, algunos informes han demostrado que la desregulacidn
de los niveles de proteinas sinapticas podria estar relacionada con la disfuncion
cognitiva temprana en modelos experimentales de EA. Por lo tanto, los cambios en los
mecanismos reguladores involucrados en la expresion de proteinas sinapticas podrian
ser valiosos para evaluar el prondstico y la tasa de deterioro cognitivo en la EA. Dado
gue los niveles de proteinas sindpticas estan modulados por miRNA y los miRNA
podrian usarse como biomarcadores, analizamos en este proyecto los cambios en los
perfiles de miRNA en pacientes de EA y sujetos control en diferentes areas cerebrales.
A partir de los resultados obtenidos, hemos examinado los niveles plasmaticos de
varios miRNA asociados con proteinas sinapticas, y hemos explorado la utilidad de un
subconjunto de estos miRNA como un potencial biomarcador selectivo para EA. Para
estos estudios exploratorios, utilizamos muestras de plasma de una cohorte espafola
compuesta por sujetos de control y diagnosticados con deterioro cognitivo leve (DCL) o
EA. Los resultados obtenidos fueron muy esperanzadores, ya que encontramos un
aumento significativo en los niveles de expresion de los miR-92a-3p, miR-181c-5p y
miR-210-3p en los sujetos con DCL y EA. Ademas, encontramos que el nivel de
expresion de estos miRNA podria ser un buen indicador de si los pacientes con DCL
progresarian a EA, puesto que el seguimiento durante varios afios de estos pacientes
permitid descubrir que los pacientes con DCL que finalmente desarrollaron EA tenian
niveles plasmaticos mas altos de estos miRNA. También hallamos que los niveles de
expresidon de estos miRNA podrian usarse de manera confiable como un biomarcador
potencial para la EA, ya que no se observaron cambios en sus niveles plasmaticos en
una cohorte de pacientes con demencia frontotemporal. Sobre la base de estos
resultados, proponemos que, en conjunto, los miRNA miR-92a-3p, miR-181c-5p vy
miR210-3p probablemente constituyen una firma molecular especifica que puede ser
potencialmente desarrollada como un biomarcador sensible y selectivo para la
deteccion de la EA en etapa temprana y un buen predictor de si es probable que exista

un progreso de DCL a EA.



Ademas de las dos principales caracteristicas patoldgicas de la EA, que incluyen placas
de B-amiloide (AB) extraneuronales y los ovillos neurofibrilares, también existen otras
caracteristicas asociadas a la demencia de la EA que predicen una alteracion en la
barrera hematoencefalica (BHE), como en el caso de la angiopatia amiloide cerebral
(CAA). La bibliografia cientifica sostiene hoy en dia que la vasculatura cerebral
contribuye de manera importante a la aparicion y progresién de la EA, y postula la
existencia de un fuerte vinculo entre el dafio vascular y esta patologia. Por lo tanto, el
estudio de la interferencia neurovascular y sus alteraciones es importante para
comprender las bases moleculares de la EA. Asi, en este proyecto hemos dedicado
atencion este aspecto y hemos estudiado la contribucion de la SSAO/VAP-1 endotelial
en relacién con la BHE en la EA. Nuestros resultados muestran que la expresion de
SSAOQ/VAP-1 se asocia a la activacion endotelial mediante la alteracién de la liberacidon
de angioneurinas proinflamatorias y proangiogénicas como la IL-6, IL8 o VEGF.
También estd relacionada con una alteracion de la estructura de la BHE, con una
disminucidn de las proteinas de unidn estrecha, como la zonula occludens o claudina-5.
Ademas, la BHE reveld una mayor permeabilidad y adhesion de leucocitos en células
gue expresan SSAO/VAP-1, asi como un aumento de la deposicién de AB vascular
inducida por mecanismos dependientes e independientes de la actividad enzimatica de
SSAO/VAP-1. Ademas, hemos observado una disminucion en la liberacion de BDNF en
las células endoteliales que sobreexpresan hSSAO/VAP-1 que afectan la maduracién
sinaptica. En estas condiciones, hemos observado una reduccién en los niveles de
AMPAR y una disminucién significativa de PSD95 y AKAP79/150 en el terminal
postsinaptico. Estos resultados confirman el papel de la SSAO/VAP-1 endotelial en la
disfuncion de la BHE relacionada con la EA y sugieren que la liberacion diferencial de
angineurinas podria afectar el desarrollo y la funcidn sinaptica. En total, nuestros
resultados abren una nueva ventana en la blusqueda de objetivos terapéuticos

alternativos para combatir la EA.

Los resultados obtenidos en este proyecto han confirmado que las proteinas

postsinapticas AKAP79/150 y la SSAO endotelial podrian ser nuevas dianas potenciales



para futuras aproximaciones terapéuticas. Sin embargo, todavia quedan estudios por
realizar para poder confirmarlo. Por otro lado, los resultados de este proyecto que
podrian tener un mayor impacto en menos tiempo son los relativos a la firma molecular
de miRNA en plasma como biomarcador temprano de la enfermedad de Alzheimer
(EA). El diagndstico temprano y, por lo tanto, la intervencién temprana antes de que
aparezcan los sintomas de EA seria una de las mejores opciones para ralentizar o
detener la progresidon de la EA, por lo que identificar biomarcadores eficientes y
econdmicos es de interés general. El diagndstico temprano de EA permitira: (1) que los
pacientes tomen medidas de salud para preservar la funcidon cognitiva existente
durante el mayor tiempo posible (por ejemplo, minimizando los factores de riesgo
vascular o aumentando la actividad mental); (2) que se pueda iniciar el tratamiento de
los sintomas con medicamentos u otras intervenciones; (3) que se maximice la
participacion de personas en estadios iniciales de la enfermedad en los ensayos
clinicos; (4) que se ofrezca mas tiempo para disefiar equipos médicos y de cuidadores
gue puedan brindar apoyo efectivo frente a las inquietudes médicas que aparecen
durante el desarrollo de la enfermedad; (5) que los pacientes y los miembros de su
familia tengan mas tiempo para conocer a lo que se enfrentan en el futuro y para
planificarse en consecuencia mientras los pacientes mantengan la capacidad cognitiva
para tomar decisiones, y (6) que, al diagnosticar con precision a las personas que
tienen deterioro cognitivo leve (DCL), no evolucionaran a EA. En los préximos afos
planeamos validar la firma molecular que hemos identificado como un biomarcador
selectivo y universalmente sensible para la EA al extender nuestro analisis a las
cohortes de DCL y EA de diferentes paises. Una vez conseguida esta validacion, el
segundo objetivo seria utilizar nuestros hallazgos como plataforma para explorar el
desarrollo de una herramienta de diagndstico asequible y basada en plasma para el
examen clinico de rutina. Nuestro biomarcador representaria un avance significativo
dado que actualmente no hay ningun biomarcador en plasma (u otro fluido periférico)
aprobado o disponible para el diagnédstico de las etapas tempranas de la enfermedad

de Alzheimer.
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