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Resumen

El clorpirifés (CPF) es uno de los pesticidas organofosfatados mas usados a nivel mundial. Su
accion insecticida se basa en la inhibicidn de la acetilcolinesterasa (AChE), que deriva en un
sindrome colinérgico y posteriormente la muerte del insecto. La exposicién a este
insecticida se ha relacionado con numerosas patologias, como la Enfermedad de Alzheimer
(EA). La EA es la demencia senil mas comun en el mundo, cuyos mayores factores de riesgo
son la edad y la posesiéon del alelo €4 de la apolipoproteina E (APOE4). El genotipo apoE4
estd asociado con déficits en la compensacion del sistema colinérgico en el hipocampo, una
de las zonas cerebrales mas afectadas en pacientes con EA. Dafios en el hipocampo y una
disminucién en la actividad del sistema colinérgico se asocian al deterioro cognitivo propio
de la EA, desarrollando problemas relacionados con el aprendizaje y la memoria espacial. El
objetivo de este estudio es estudiar los efectos a largo plazo derivados de la exposicidon
temprana al CPF en ratones machos y hembras, asi como determinar la influencia del
genotipo apoE4. Para ello, se ha evaluado la expresion de 9 genes de la via colinérgica en el
hipocampo de ratones de 9 meses de edad, tras una exposicién postnatal (10-15 dias de
edad) al CPF. Los resultados obtenidos se corroboran con estudios anteriores, donde se
expone una evidente diferencia entre machos y hembras. Este estudio muestra diferencias
significativas en los individuos apoE4, sugiriendo alteraciones basales en el sistema
colinérgico, ligadas a este genotipo. Asimismo, el efecto del CPF difiere significativamente
entre ambos genotipos, y ambos sexos.

Palabras clave: Clorpirifés, apoE4, via colinérgica, exposicion temprana, efectos a largo plazo,
hipocampo
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Abstract

Chlorpyrifos (CPF) is one of the most used organophosphate pesticides in the world. Its
action is based on the inhibition of acetylcholinesterase (AChE), which results in a
cholinergic syndrome and subsequently the death of the insect. The exposure to this
insecticide has been linked to numerous pathologies, such as Alzheimer’s disease (AD). AD
is the most common senile dementia in the world, whose major risk factors are age and the
€4 allele of apolipoprotein E (APOE4). The genotype apoE4 is associated with deficits in the
compensation of the cholinergic system in the hippocampus, one of the most affected brain
areas in AD patients. Damage to the hippocampus and a decrease in the activity of the
cholinergic system are associated with cognitive impairment (characteristic of AD),
developing problems related to learning and spatial memory. The aim of this study is to
study the long-term effects of early exposure to CPF in male and female mice, as well as to
determine the influence of the apoE4. For this purpose, the expression of 9 cholinergic
genes was evaluated in the hippocampus of 9-month-old mice after postnatal exposure to
CPF. The results obtained corroborated previous studies, exposing a difference between
males and females. This study shows significant differences in the apoE4 individuals,
suggesting basal alterations in the cholinergic system, linked to this genotype. Also, the
effect of the CPF differs significantly between both genotypes and both sexes.

Keywords: Chlorpyrifos, apoE4, cholinergic pathway, early exposure, long-term effects,
hippocampus
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Datos del centro

Este TFG se ha desarrollado a partir de una estancia de practicas en el Grupo de
investigacion en Neurocomportamiento y Salud (NEUROLAB), en la Facultad de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad Rovira i Virgili (URV), en Reus,
Tarragona. NEUROLAB es uno de los 3 grupos de investigacion que consolidan el Centro
de Tecnologia Ambiental, Alimentaria y Toxicolégica (TecnATox), junto con el
Laboratorio de Toxicologia y Salud Medioambiental (LTSM), y el Grupo de Analisis y
Gestion Ambiental (TecnATox - IISPV).

TecnATox es un centro de investigacion e innovacion, adscrito desde el 2008 en la Red
de apoyo a la Innovacién Tecnoldgica, de ACC10. Su actividad investigadora se
desarrolla entorno a los téxicos medioambientales y alimentarios y de sus efectos
(riesgos y/o beneficios) sobre la salud humana. Es un centro multidisciplinario que
cuenta con mas de 30 investigadores de diversas especialidades, al servicio tanto del
sector publico como del privado (TecnATox - URV).

NEUROLAB es un grupo del drea de salud publica coordinado por Maria Teresa Colomina
(TecnATox - URV). Esta financiado por distintos tipos de subvenciones, procedentes del

Estado y de la Unién Europea. Comprende numerosas lineas de investigacion:

- Cambios metabdlicos y obesidad relacionados con téxicos medioambientales

- Caracterizacién conductual de modelos animales, estudios cognitivos vy
psicopatologia

- Factores que influyen en el consumo y deshabituacién de drogas de abuso

- Neurodegeneracion: factores de vulnerabilidad

- Neuroinflamacién y trastornos del desarrollo

- Efectos de pesticidas organofosforados sobre la salud mental y los trastornos del
neurodesarrollo. Dentro de esta linea, se encuentra el proyecto en el que se basa
este TFG: “Cambios Neuroconductuales y metabdlicos en ratones transgénicos APOE
expuestos postnatalmente a clorpirifos. Posible implicacion de la microbiota y la
neuroinflamacion” (PS12014-55785-C2-2-R). Dicho proyecto tiene prevista una

duracidn de 3 anos y ha estado financiado por el Estado con 90000€.
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1. Introduccion

Desde hace décadas se han desarrollado diversos productos para satisfacer necesidades
agricolas, médicas o industriales, cuyo uso excesivo podria suponer un riesgo para la
salud y el medio ambiente. Entre los distintos efectos perjudiciales de estas sustancias
estan los efectos neurotdxicos. Un agente neurotdxico puede definirse como un
producto —natural o sintético— capaz de causar diversos efectos adversos en el sistema
nervioso central (SNC) o periférico (SNP), o en dérganos sensoriales (Peris-Sampedro,
2015). La neurotoxicidad depende de la dosis, tiempo de exposicidon y la ‘sensibilidad’
del individuo expuesto. Los efectos pueden ser transitorios o permanentes, desde
nauseas, mareos, trastornos del aprendizaje, memoria o déficit de atencidon, pasando
por una modificacién del estado de animo y la conducta social, hasta incluso

convulsiones, pardlisis respiratoria y muerte (Salazar, 2011; Vela, et al., 2003).
1.1 Organofosforados: Concepto y aplicaciones

Los compuestos organofosforados (OP) son compuestos orgdnicos degradables, ésteres
del acido fosfdrico y derivados (Figura 1), que pueden clasificarse como agentes
neurotoéxicos. Estan presentes en multitud de productos de nuestro dia a dia. Se usan
como aditivos de petrdleo, disolventes, barnices, aislantes eléctricos, colorantes,
impermeabilizantes, etc. Son principalmente usados en plaguicidas. También se han
desarrollado agentes nerviosos (como arma quimica) basados en OP. Su elevada
distribucién en la sociedad y el facil alcance a estos compuestos ha provocado un

elevado numero de intoxicaciones (Fernandez, et al., 2010).
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/
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Figura 1| Estructura quimica general de los OP. R1y R2 pueden ser grupo alquil-, alcoxi-, alquiltio-, amido-. X puede
ser grupo haluro, fenoxi, tiofenoxi, fosfato, carboxilato, etc.

MARIA CRUZ COBO
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1.2 Clorpirifés

1.2.1 Caracteristicas y uso

El clorpirifés (CPF), O,0-dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridil)fosforotionato, es un insecticida
OP ampliamente usado para el control de plagas tanto en areas agricolas como urbanas,
especialmente en paises desarrollados. Debido a su estructura (Figura 2) es soluble en
disolventes organicos e insoluble en agua. Su accidn insecticida se basa en la inhibicion
irreversible de la acetilcolinesterasa, esencial en el SNC (ver apartado 1.3). Esto provoca
la acumulacién de acetilcolina en el espacio sinaptico, lo que deriva en una
sobreestimulacién de los receptores colinérgicos, un colapso del sistema nervioso

(sindrome colinérgico) y finaliza con la muerte del insecto.

Cl | N (:lS
» _O. _CH
P /\P/ N8
c” N7 o \o—\
CHj

Figura 2| Estructura quimica del clorpirifés

Se adhiere rapidamente a plantas, suelos y aguas, aunque tiene persistencia
relativamente corta en el medio ambiente (entre 6h y 3 dias) debido a las diversas vias

de degradacidn posibles (Basaure Garcia, 2017).

Es clasificado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como “compuesto
moderadamente peligroso”, de clase Il, muy téxico para animales acuaticos (WHO,
2009). En Espafia, a pesar de que desde 2015 estd prohibido su uso en diversos cultivos?,
es ampliamente usado para cultivos citricos, platanera, uva de vinificacién y diversos

cereales (Ministerio de Agricultura y Pesca Alimentacién y Medio Ambiente, 2015).

Debido a su elevada efectividad contra plagas, facil aplicacion y bajo coste, se prevé una

expansién de su uso en todo el mundo (Burke, et al., 2017).

! Tomate, pimiento, meldn, sandia, patata, coles, alcachofa, manzana, pera, melocotdn, uva de mesa,
frambuesa y arandanos (Ministerio de Agricultura y Pesca y Alimentacion y Medio Ambiente, 2015)

' MARIA CRUZ COBO
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1.2.2 Vias de exposicidon

Las potenciales vias de intoxicacidon por CPF son por contacto dérmico, inhalacién e
ingestidn. Su principal uso en cultivos hace que los trabajadores agricolas y sus familias
sean los individuos en mayor situacién de riesgo (intoxicacion ocupacional). Sin
embargo, también hay que considerar los posibles efectos derivados de su uso en zonas
urbanas (jardines, campos de golf, invernaderos, viveros, y otras zonas industriales),
especialmente considerando la facil dispersidon y acumulacidn del CPF en suelos y aguas
(Basaure Garcia, 2017). También se generan intoxicaciones no intencionales,

generalmente mediante ingestion de alimentos contaminados (Peris-Sampedro, 2015).

1.2.3 Impacto vy patologias derivadas

Aunque es cierto que el CPF (y los OP en general) es menos tdéxico en humanos que en
insectos y otros animales, la exposicion crénica a este insecticida se ha relacionado con
efectos neurolédgicos, trastornos del desarrollo y trastornos autoinmunes,
especialmente en nifios. Los nifios son per se mas susceptibles y vulnerables a los
quimicos, debido principalmente al menor peso corporal. Comen mds, beben mas agua
y respiran mas rapido, por lo que, a un mismo nivel de exposicion, tendran mas “tdxico
por unidad de peso corporal” que un adulto (Rauh, 2018). Asimismo, exposiciones a
niveles sub-téxicos (que no producen sintomas de intoxicacidén), también generan
déficits neuroldgicos en adultos, por lo que el CPF tiene efecto tanto a corto como a

largo plazo (Burke, et al., 2017).

La exposicion al CPF se ha asociado con una mayor susceptibilidad a desarrollar diversas
enfermedades neurodegenerativas, como parkinson (Deveci & Karapehlivan, 2018),
esclerosis lateral amiotréfica o Alzheimer (Basaure Garcia, 2017) y otros trastornos
como TDAH? (Pallotta, et al., 2017) o autismo (Schmidt, et al., 2017). Paralelamente se
ha asociado el CPF con un incremento del estrés oxidativo, generando dano celular e
incrementando la probabilidad de desarrollar diabetes u obesidad (Basaure Garcia,
2017). También se ha descrito su efecto como disruptor endocrino, aumentando el

riesgo de padecer cancer de mama (Engel, et al., 2017; Ventura, et al., 2016).

2 Trastorno por Déficit de Atencidn e Hiperactividad

MARIA CRUZ COBO n
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1.3 Sistema colinérgico: via de la acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor® usado por las neuronas colinérgicas, que se
encuentran inervando casi todas las regiones del cerebro. Tiene un papel clave en el SNC
y SNP, modulando funciones neurales como la atencién, aprendizaje, memoria,
respuesta al estrés, ciclos de suefio e informaciéon sensorial (H. Ferreira-Vieira, et al.,
2016). El sistema colinérgico (Figura 3) comprende todas aquellas sustancias capaces de
producir ACh, alterarla o mimetizar su comportamiento, asi como los receptores a los
que esta se une.

La ACh es sintetizada en el citoplasma de las neuronas colinérgicas a partir de acetil-
coenzima A (acetil-CoA) y colina, mediante la accidn de la colin-acetiltransferasa (ChAT).
Posteriormente, el transportador vesicular de la acetilcolina (VAChT) transfiere la ACh
a vesiculas sindpticas, en las que se traslada hacia el espacio sinaptico, donde, tras una
despolarizacién, se libera por exocitosis y se une a sus receptores, tanto nicotinicos

como muscarinicos (H. Ferreira-Vieira, et al., 2016).

Los receptores nicotinicos (nAChR) son canales idnicos transmembranales selectivos de
cationes (K*, Na* y Ca?*). Pertenecen a la superfamilia de receptores cys-loop, cuyos
ligandos son neurotransmisores (GABA, dopamina, serotonina, ACh...). También pueden
ser activados por la nicotina. En mamiferos, estan formados por 5 subunidades, cuyas
agrupaciones forman los diferentes tipos de receptores nicotinicos (difieren en
caracteristicas fisicoquimicas y farmacoldgicas como la sensibilidad por agonistas y
antagonistas). Los receptores nicotinicos neuronales estdn formados por la combinacién
de las subunidades a y B. A nivel cerebral, especialmente en hipocampo, los mas
expresados son el a7 y el a4f2 (Fukushima, et al., 2016; Dani, 2015). La activacién de
estos receptores por la unién de ACh, nicotina u otros agonistas colinérgicos provoca la
apertura del canal iénico. Tras ello, hay un movimiento de cationes, que provoca
despolarizacién de la membrana y se produce un potencial post-sindptico. Los
receptores, en definitiva, transforman la sefial quimica en impulsos eléctricos, que

constituyen la informacidn que se distribuye en el organismo (Posadas, et al., 2013).

3 Biomolécula que permite la transmisidn de informacidn entre neuronas o entre una neurona y una
célula muscular o glandula, mediante la sinapsis (Ayano, 2016).

MARIA CRUZ COBO
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Los receptores muscarinicos (mAChR) se unen a proteinas G* y generan una cascada de
sefiales que modula la apertura o el cierre de canales idnicos. Pueden ser estimulados
por la muscarina. Tienen 5 isoformas (M1->5). M1, M3 y M5 se unen a una proteina G
estimuladora (Gaq), regulando positivamente la liberaciéon de ACh, mientras que M2 y
M4 se unen a una proteina G inhibidora (Gai), regulando negativamente la liberacion de

ACh (H. Ferreira-Vieira, et al., 2016).

En el espacio sinaptico, el efecto de la ACh finaliza cuando se hidroliza mediante la
acetilcolinesterasa (AChE), formando acetato y colina, la cual se recicla (H. Ferreira-
Vieira, et al., 2016). Esta enzima tiene diferentes isoformas segun el splicing alternativo.
Las mas importantes en el sistema nervioso son: AChE-R, forma mondmera soluble que
se expresa en situaciones de estrés (y en pacientes con Alzheimer), y AChE-S, que
generalmente se expresa como tetrdmero anclado a la membrana, pero puede
expresarse de forma soluble o anfipatica en mondmeros (G1), dimeros (G2) o

tetrdmeros (G4) (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008; Zimmerman & Soreq, 2006).

En vertebrados, ademas de la AChE, existe otra forma de colinesterasa, la
butirilcolinesterasa (BChE), cuyo papel fisioldgico ha sido estudiado desde 1940s y aun
no esta del todo claro. Se conoce que, en humanos, esta enzima estd distribuida en casi
todos los tejidos (predominantemente en plasma, higado y células musculares vy
neurales), en cantidades hasta 10 veces superior a la AChE (Lockridge, 2015). A nivel
cerebral, su origen es predominantemente glial (mientras que la AChE tiene origen
neuronal). A pesar de que la ausencia de esta enzima no provoca alteraciones
fisioldgicas ni en ratones ni en humanos, recientemente se han confirmado diversas
funciones (Li, et al., 2017). Entre ellas, destaca su participacidn en la biotransformacién
de sustancias como cocaina, heroina, acido acetilsalicilico, diversos OP, etc.
Concretamente, a nivel plasmatico la BChE actla rapidamente contra los OP, incluso en
dosis sub-tdxicas, por lo que se emplea como biomarcador de la exposicién a los OP.
Ademds, en situaciones de deficiencia de AChE, respalda su funcidon de hidrélisis de ACh

(Basaure Garcia, 2017; Johnson & Moore, 2012).

4 Las proteinas G son transductores de sefiales que llevan la informacion desde el receptor hasta las

proteinas efectoras
MARIA CRUZ COBO
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Figura 3| Via de la acetilcolina. Imagen propia adaptada de (H. Ferreira-Vieira, et al., 2016, Basicmedicalkey, 2018)

1.4 Enfermedades neurodegenerativas: Alzheimer

Las enfermedades neurodegenerativas son causadas por la degeneracién cronica
progresiva del SNC, caracterizada por la deterioraciéon y disfuncién de un elevado
numero de neuronas. Debido al aumento de esperanza de vida en la sociedad, estas

enfermedades se han convertido en un problema esencial (Li, et al., 2017).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia senil mas comun, afectando a 50
millones de personas en todo el mundo (Cubinkova, et al., 2018). Uno de los primeros
sintomas suele ser la pérdida de la memoria a corto plazo, seguida de confusién mental,
pérdida de memoria a largo plazo, dificultades en el habla, deficiencia motriz y
finalmente la muerte (H. Ferreira-Vieira, et al., 2016). El mayor factor de riesgo es la
edad, aumentando exponencialmente la incidencia en personas mayores de 65 afios. Es

predominante en mujeres y se ve potencialmente influenciada por factores

MARIA CRUZ COBO
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ambientales, estilo de vida, problemas cardiovasculares y antecedentes familiares de

demencia, entre otros (Cubinkova, et al., 2018; Hampel, et al., 2018).

Fisiolégicamente, se caracteriza por una atrofia progresiva a nivel cerebral (Figura 4),
debida a la pérdida neuronal y dendritica. El hipocampo es una de las zonas mas
afectadas, y comienza a atrofiarse hasta 5 afios antes de que pueda darse un diagnéstico
de demencia. Se estima que la pérdida de volumen en esta zona es de un 3-5% por afo.
De esta manera, individuos “levemente” afectados de EA, presentan una pérdida del 15-
25% del volumen de hipocampo (Johnson, et al.,, 2012). Dafos en esta estructura
explican los problemas de memoria (imposibilidad de formar nuevos recuerdos) y

desorientacion (afectacion de la memoria espacial) en pacientes con EA.

Figura 4] Imagen por RMN de los cambios fisioldgicos a nivel cerebral en la EA (AD), comparados con un sujeto sano
(CN). La flecha marca el hipocampo. Fuente (Vemuri & Jack, 2010)

1.4.1 Patogénesis de la EA

En primer lugar, es importante diferenciar entre dos tipos de Alzheimer, el familiar y el
esporadico. Se denomina Alzheimer familiar a aquel ocasionado por mutaciones
autosdmicas dominantes, concretamente en los genes APP, PSEN1 y PSEN2. También
se denomina Alzheimer precoz, ya que suele aparecer antes de los 65 afos. Sin embargo,
solo representa un 1% de los casos de Alzheimer. El Alzheimer esporadico es el mas
comun. Su fisiopatologia concreta aln no estd clara, aunque se conocen muchos

factores involucrados (Cubinkova, et al., 2018).

l. Placas amiloides v proteina Tau: principales componentes patoldgicos de la EA

Las placas amiloides estan formadas por acumulacion y precipitaciéon del péptido B-

amiloide (BA), que se forma tras la protedlisis de la Proteina Precursora Amiloidea (APP).
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Sin embargo, recientemente se ha confirmado que los depdsitos de proteina amiloide
no se correlacionan con la pérdida de funciones cognitivas. La proteina Tau es una
fosfoproteina que se encuentra casi exclusivamente en el SNC. Su funcién principal
consiste en estabilizar el citoesqueleto neuronal mediante la interaccidn con la tubulina.
Cuando la Tau se hiperfosforila da lugar a los “ovillos neurofibrilares” —agregados
proteicos insolubles en las neuronas—. Varios estudios demuestran una estrecha
relacion entre estos ovillos y el deterioro cognitivo, siendo suficientes para causar

neurodegeneracion, incluso en ausencia de placas amiloides (Cubinkova, et al., 2018).

. Sistema colinérgico en la EA

El sistema colinérgico juega un papel fundamental en la cognicién y una disminucién de
su actividad estd directamente relacionada con el deterioro cognitivo propio de las
demencias, incluida la EA. La hipdtesis colinérgica se centra en la pérdida progresiva de
la inervacién de las neuronas colinérgicas en enfermos de EA. Esta pérdida parece estar
asociada a la formacién de los ovillos, tras lo cual los microtubulos (con los que
interacciona la Tau) se desintegran y causa una disfuncidn en la sinapsis entre neuronas,
finalizando con la muerte de estas (Cubinkova, et al., 2018; Hampel, et al., 2018).
Paralelamente, se ha encontrado que las placas amiloides pueden ser formadas tanto
por AChE como por BChE, y que inhibidores de estas enzimas reducen significativamente

su acumulacién (Li, et al., 2017).
. Alelo g4

Junto con la edad, poseer el alelo €4 de la apolipoproteina E (APOE4) es el principal
factor de riesgo para la EA de tipo esporadico, estando relacionado con las alteraciones
de BA y Tau. Se ha demostrado que este genotipo puede influir en los mecanismos
compensatorios colinérgicos; concretamente estd asociado con déficits en la
compensacion del hipocampo (Bott, et al., 2016). La proteina apoE4 reduce la liberacién

de ACh en el hipocampo de ratones machos adultos (Dolejsi, et al., 2016).
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1.4.2 Tratamiento

Actualmente, la mayoria de los farmacos que se encuentran en el mercado® actian
como inhibidores de las colinesterasas, para intentar restaurar los niveles de ACh y
reducir las placas amiloides (Hampel, et al., 2018). Sin embargo, tienen diversos efectos
adversos, como nauseas, vomitos, etc. (Li, et al., 2017) y su efectividad es solo a corto
plazo (H. Ferreira-Vieira, et al., 2016) por lo que son necesarias nuevas estrategias para
tratar esta enfermedad. Otras opciones de farmacos podrian tener como objetivo los

receptores colinérgicos, u otros componentes de esta via.
1.5 Estudios previos

Diversos estudios han analizado los efectos derivados de la exposicién crénica al CPF
(Pallotta, et al., 2017), asi como el efecto de otros genotipos (apoE3 (Basaure Garcia,
2017; Peris-Sampedro, 2015), Tg2576 (Salazar, 2011), etc.). Asimismo, la mayoria de los
estudios se realizan Unicamente con machos (por ejemplo (Dolejsi, et al., 2016)), sin
considerar posibles diferencias entre sexos. En fases previas de este estudio se han
realizado pruebas conductuales a los ratones donde han mostrado diferencias
significativas entre machos y hembras. No existen estudios previos sobre los posibles
efectos a largo plazo derivados de una exposicion postnatal, evaluando la influencia

sobre el genotipo apoE4, en ambos sexos por separado.

5> Por ejemplo, Donepezil, Rivastigmina o Galantamina. No se han aprobado nuevos farmacos para la EA

por la FDA desde 2003 (Hampel, et al., 2018)
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2. Hipotesis y objetivos

El clorpirifés (CPF) es un compuesto organofosforado (OP) con accién insecticida,
ampliamente utilizado tanto en areas agricolas como urbanas. Debido a los posibles
efectos neurotdxicos de los OP, una exposicion temprana al plaguicida CPF podria
causar cambios irreversibles a nivel cerebral, causando efectos dafinos a largo plazo
sobre el sistema colinérgico. Paralelamente, el genotipo apoE4 resulta un factor de
riesgo para la enfermedad de Alzheimer, y puede afectar al sistema colinérgico en un

nivel que module el efecto del CPF sobre el individuo.

Por tanto, el objetivo principal de este estudio es comprobar los posibles efectos
neurotéxicos a largo plazo de la exposicion temprana al CPF en ratones machos y
hembras, asi como la influencia del genotipo apoE4. De este objetivo general se podrian

subdividir los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar las diferencias de expresion génica de la via colinérgica entre los diferentes
grupos, y evaluar si existe influencia del genotipo y/o del tratamiento con CPF.
- Determinar si las variables genotipo y/o tratamiento influyen de manera diferente

segun el sexo.
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3. Metodologia y plan de trabajo

3.1 Animales

Para este estudio se han utilizado ratones transgénicos portadores del gen humano
APOE en lugar del gen murino®, suministrados por Taconic Biosciences (EEUU).
Concretamente expresan la isoforma apoE4 humana (Knouff, et al., 1999), siendo por
tanto un modelo transgénico con factor de riesgo para la EA. Los ratones eran de la
especie Mus musculus, con background genético C57BL/6, ampliamente usados como
organismo modelo para investigaciones biomédicas y biotecnolégicas, debido a que son
pequeiios animales con un genoma muy similar al de los humanos, de facil manipulacién
e introduccion de mutaciones, bajo coste y rapida gestacidon con elevado niumero de
crias. Son ademas la cepa endogamica de ratén de laboratorio mas usada para el estudio

de patologias humanas.

Se usaron ratones machos y hembras. Para cada sexo se establecieron 4 grupos con una
n=5 (40 individuos en total). Para definir los grupos a los que pertenecia cada individuo
se usd una nomenclatura especifica basada en 3 digitos (Tabla 1). El primero
corresponde al genotipo, que puede ser 5 (correspondiente a C57BL/6) o 4
(correspondiente a apoE4). El nimero central corresponde al tratamiento, siendo 0 los
no tratados y 1 los tratados. Por ultimo, se expresa el sexo, con un 1 los machos y un 2

las hembras.

Tabla 1| Nomenclatura usada para definir los grupos

501/502 Grupo control C57BL/6 macho/hembra
511/512 Grupo tratado con CPF C57BL/6 macho/hembra
401/402 Grupo control apoE4 macho/hembra

411/412 Grupo tratado con CPF apoE4 macho/hembra

El estabulario donde habitaban los ratones se mantuvo a una temperatura de 22+29C,

con humedad relativa de 50+10 %, equipada con luz automatica de ciclos de 12h de

6 La cepa concreta de los ratones transgénicos es B6.129P2-Apoem3(AFOE*4)Mae Ng
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luz/oscuridad, con comida (dieta normal) y agua ad libitum. El uso de estos animales y
el protocolo experimental fue aprobado por el Comité Etico de Experimentacién Animal

de la Universidad Rovira i Virgili.

3.2 Compuesto quimico

El compuesto usado como tratamiento es el clorpirifds, pesticida organofosforado
inhibidor de la acetilcolinesterasa, suministrado por Sigma-Aldrich (Alemania). Dicho
toéxico fue disuelto en aceite vegetal y administrado por via gavage con ayuda de una
micropipeta. Se aplicé una concentracion de 1mg/kg/dia (dosis baja pero superior a la

gue se estima que podriamos estar expuestos por su presencia en el ambiente).

3.3 Disefio experimental

El procedimiento llevado a cabo se muestra en la Figura 5.

Primeramente, cuando los ratones alcanzaron los 10-15 dias de edad, se realizd la
exposicién al pesticida CPF (tratamiento postnatal) a los grupos correspondientes,
durante 6 dias consecutivos. A los grupos no tratados se les administré Unicamente
aceite vegetal. A los 9 meses, todos los ratones realizaron una serie de pruebas
conductuales’ relacionadas con el aprendizaje y la memoria espacial. Tras ello, fueron
sacrificados por decapitacion (tras anestesia con isofluorano). Se obtuvo el cerebro de
todos los ratones y se extrajo el hipocampo, trabajando en frio y de manera rapida;
posteriormente se congelé a -802C. Esta fraccion se sumergid en una solucién de
RNAlater®-ICE® (durante como minimo 16h), para evitar su degradacion.
Posteriormente, se extrajo el ARN de las muestras para realizar una evaluacion de la

expresion génica.

7 Morris Water Maze: Piscina dividida en 4 cuadrantes con una plataforma en uno de ellos. Primero se
evalua la “adquisicion” (tiempo que tardan en localizar la plataforma) y posteriormente se quita la
plataformay se evalla la “retencién” (preferencia por el cuadrante donde estaba la plataforma)

8 RNAlater®-ICE Frozen Tissue Transition solution (Ref. AM7030, ThermoFisher EEUU) permite preservar
laintegridad del ARN y evitar su degradacion al manipularlo a temperatura ambiente.
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Figura 5] Procedimiento completo seguido hasta realizar la evaluacion de la expresion génica. Los pasos
recuadrados corresponden al trabajo realizado en el laboratorio

Trabajo en laboratorio

Durante todo el procedimiento se asegurd la asepsia y esterilidad del lugar de trabajo y
del operador, mediante el uso de bata de laboratorio, guantes y una solucién RNAse free
para eliminar la posible contaminacion por nucleasas (RNaseZap® de ThermoFisher
(EEUU), referencia AM9780). Las puntas de pipetas y los diferentes tubos empleados

también eran libres de nucleasas.
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3.4 Extraccion de ARN

Todo el material utilizado aseguraba un ambiente libre de RNasas.

Para la extraccion de ARN de las muestras de tejido de hipocampo de los ratones, se
utilizé el Speedtools total RNA extraction kit de Biotools (Espafia). Este kit se basa en
un disefio de columnas que permite una extraccion rapida y eficaz del ARN, con un ratio

Az60/280 Normalmente superior a 1,9 (para ARN puro se estima un ratio de 2).

Primeramente, se pesaron las muestras en una balanza analitica, para asegurar que no
superaban los 0,03 g (limite de saturacion de las columnas). Posteriormente se procedid
a lahomogenizacidny lisis celular, empleando un homogeneizador de vidrio esmerilado
con una solucién de 350 ul de Lysis buffer LRy 3,5 ul de B-mercaptoetanol. Esta solucion
contiene enzimas liticas y sales caotrdpicas para inactivar las ARNasas y crear las
condiciones iddneas para la posterior unién del ARN a la membrana de la columna. El
lisado se cargd en una columna de filtrado, y se centrifugé® 1 min, para clarificar y
reducir la viscosidad. La columna se descarté y se afadieron 350 pl de etanol 70%.
Posteriormente la mezcla se cargd en una columna de unién de ARN, y se centrifugé 30
seg. Estas columnas disponen de una membrana de silica donde se produce la absorcién
reversible de acidos nucleicos. Tras ello, se eliminan las sales de la membrana mediante
el Buffer DBR (350 pul) y centrifugando 1 min. EIl ADN de la muestra unido a la membrana
se elimina mediante tratamiento con rDNasa + buffer rDNasa (95 ul de la mezcla 1:10).
La solucidn se dejé incubar 15min, a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé
un lavado de la columna para eliminar los restos de posibles contaminantes. Para ello
se emplearon 3 buffers de lavado: 200 pl de WR1, que inactiva la rDNasa (se centrifuga
30 seg), 600 ul de WR2 (se centrifuga 30 seg) y 250 pl de WR2 (se centrifuga 2 min). Por
altimo, se colocd la columna en un nuevo tubo y se eluyé el ARN puro afiadiendo 25 pl*°
de agua libre de ARNasas en la membrana (se centrifuga 1 min). Dichos tubos se
almacenaron a -20 2C. Para cuantificar la concentracion (ng/ul) y pureza (ratio Azso/220)

del ARN se usé el espectrofotémetro EPOCH 2 — microplate reader, de BioTek (EEUU).

% Todas las centrifugaciones se realizaron a 11000 g. Se empled la Spectrafuge 24D, de Labnet (EEUU).
10 E| protocolo requeria 60 pl. Sin embargo, un menor volumen asegura mayor concentracion de ARN
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3.5 Sintesis de ADNc

Durante el procedimiento se mantuvieron todos los reactivos y muestras en frio.

Se utilizé el Maxima First Strand cDNA Kit for RT-qPCR, de ThermoScientific (EEUU).
Este kit utiliza la Transcriptasa inversa Maxima, capaz de sintetizar ADNc a elevadas
temperaturas, a partir de muestras de ARN de entre 1pg-5ug. Cada tubo de PCR contenia
4 pl de 5X Reaction Mix y 2 ul de Maxima Enzyme Mix.

El volumen de cada muestra de RNA se adaptd para que hubiera 1 pg, teniendo en
cuenta la concentracion cuantificada anteriormente. Por ultimo, se anadié H20 libre de
nucleasas, hasta un volumen final de 20 pl. El programa establecido en el termociclador

se muestra en la Figura 6jError! No se encuentra el origen de la referencia..

85¢eC
5

Loec

30

Figura 6] Programa del termociclador establecido para la RT-gPCR

Finalmente, las muestras de ADNc se diluyen en 40 pl de H,O libre de nucleasas,

quedando una concentracién final de 0,016 pg/ul.
3.6 Evaluacion de la expresion génica — real time gPCR

Durante el procedimiento se mantuvieron todos los reactivos y muestras en hielo. Para
realizar dicha evaluacidon se empled el Rotor-Gene Q, de Qiagen (Alemania), y su
correspondiente software.

Se evalud la expresion de 9 genes de la via colinérgica: mAChR-M1, mAChR-M2, nAChR-
a4, nAChR-a7, VAChT, CHAT, AChE-S, AChE-R, BChE, y se empleé GAPDH como gen
constitutivo. De cada uno de estos genes se sintetizaron los correspondientes primers

(Tabla 2), por ThermoFisher (EEUU).
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Tabla 2| Secuencia de primers usados para el analisis de expresidn génica

Gen Forward primer Reverse primer Referencia
(Laspas, et al.,
mAChR-M1 TGACAGGCAACCTGCTGGTGCT AATCATCAGAGCTGCCCTGCGG 2015)
I5
CCATCACCACCAGGCATGTTGT (Laspas et al.
mAChR-M2 CGGACCACAAAAATGGCAGGCAT
TGT 2015)
AChR-ad GTTCTATGACGGAAGGGTGCAGT GGGATGACCAGCGAGGTGGAC (Léna, et al,
n -
GGACA GGGATGAT 1999)
AChR-a.7 GTGGAACATGTCTGAGTACCCCG GAGTCTGCAGGCAGCAAGAATA (Léna et al.
n -a
GAGTGAA CCAGCA 1999)
(Yamamuro &
VAChT TCACTCACTTGGCTTTGAGC GGTTCATCAAGCAGCACATC
Aizawa, 2010)
(Garcia-Gémez,
CHAT TGTCATCGTGGCCTGCTGCAA CTCGCTCCTCCCGTCTGACGT
et al, 2015)
(Dori et al.
AChE-S CTGAACCTGAAGCCCTTAGAG CCGCCTCGTCCAGAGTAT 2011)
(Dori et al.
AChE-R GAGCAGGGAATGCACAAG GGGGAGGTGGAGAAGAGAG 2011)
(Garcia-Gémez
BChE TAGCACAATGTGGCCTGTCT ATTGCTCCAGCGATGAAATC
et al. 2015)
(Yao, et al,,
GAPDH ACAACTTTGGCATTGTGGAA GATGCAGGGATGATGTTCTG 2016)

Se utilizo el kit Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X), de Thermo Fisher (referencia

K0222), que asegura elevada reproducibilidad, sensibilidad y especificidad en el estudio

de la expresidn génica. La mix es una solucién que contiene la polimerasa, los dNTPs y

los buffers correspondientes, asi como el fluorocromo SYBR Green, optimizados para la

gPCR. Cada tubo de PCR contenia 12,5 ul de la mix, el volumen correspondiente de cada

primer para obtener una concentracién final de 0,3 uM, 2 pl de muestra de ADNc (se

afaden al final) y H20 libre de nucleasas, hasta un volumen final de 25 pl. Cada muestra

se realiza por duplicado. Posteriormente, se colocan los tubos en el rotor (Figura 7) en el

orden correspondiente. El programa del termociclador se configura mediante el

software de Rotor-Gene Q, seleccionando el protocolo “three-step cycling”. La

configuracion establecida se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3| Programa establecido para la real time PCR

Fase Temperatura (2C) Tiempo (s)
Desnaturalizacién inicial 95 600
Ciclo
Desnaturalizacién 95 15
Alineamiento 65* 30
Extension 72 30

* Se establece una temperatura de 65°C marcando la opcion touchdown, de manera que por cada ciclo
disminuird 1°C, durante un total de 5 ciclos. La temperatura final serd 60°C.

Figura 7| Preparacion de tubos para la real time qPCR, posterior colocacion en el rotor y equipo utilizado.

El software del Rotor-Gene Q aporta los datos de Cycle threshold (Ct), es decir, el nUmero
de ciclos de PCR tras los que la fluorescencia del SYBR Green supera el umbral
establecido para dicho fluorocromo. Este valor es inversamente proporcional a la

expresion relativa del gen.

3.7 Tratamiento de datos y andlisis estadistico

Los datos de Ct obtenidos previamente, mediante Excel, se expresan como “fold
change” usando el método 222t (11) que permite una cuantificacion relativa de la
expresion de cada gen en comparacion al GAPDH (control enddgeno). De estos datos se

hace un analisis de outliers con SPSS, los cuales se eliminan.

11 ACt = Ct del gen — Ct GAPDH. Posteriormente se hace un promedio de los controles de cada sexo (501
y 502). AACt= ACt — promedio. Por ultimo, se realiza la potencia negativa en base 2.

MARIA CRUZ COBO



Efectos a largo plazo de la exposicién temprana al clorpirifés sobre la via colinérgica en ratones
transgénicos apoE4 - Trabajo Fin de Grado, Biotecnologia, junio 2018

Se realizan 2 analisis estadisticos: Analisis de Componentes Principales y ANOVA. En
concreto, se realizan tres andlisis ANOVA de un factor (para grupo, genotipo y
tratamiento), complementados con post-hoc Tukey, y un analisis ANOVA multifactorial

(para genotipo*tratamiento). Machos y hembras se analizan por separado.

3.7.1 Andlisis de Componentes Principales (ACP)

Realizado con XLStat en Excel. Es un analisis descriptivo que permite disminuir el nimero
de variables, calculando un nuevo numero de variables basado en combinaciones
lineales entre las anteriores (se excluyen las que tengan menos influencia a la hora de
establecer diferencias entre los individuos). De esta manera, nos quedariamos con 2
factores —en este caso— que pueden explicar como minimo el 50% de la variabilidad
existente entre las muestras. Se obtiene grafico de observaciones y circulo de

correlaciones.

3.7.2 ANOVA'y Post-hoc (Tukey)

Realizado con SPSS. El ANOVA es el andlisis de la varianza de un factor, que compara
varios grupos en una variable cuantitativa. Es una generalizacidn, es decir, nos permite
determinar si existen diferencias significativas en un gen mediante el nivel de
significacidn. Si es < 0,05, significa que existen diferencias significativas entre los grupos

(inter-grupos).

El post-hoc aporta una tabla de comparaciones multiples donde se comparan los
diferentes grupos 2 a 2. Los grupos cuyas medias difieren a nivel de 0,05 son los que
presentan diferencias estadisticamente significativas entre si (mas concreto que la tabla
ANOVA). Solo puede realizarse si existen mas de 2 grupos, por lo que para los ANOVA

de genotipo y tratamiento no se realiza esta tabla.
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4. Resultados

Los resultados se expresan usando la nomenclatura descrita en metodologia.

Los resultados del ACP muestran diferencias en la expresidn génica entre sexos (Figura 8),
por lo que, confirmando lo observado tras las pruebas conductuales, se realiza el analisis

de manera independiente para cada sexo.

Observations (axes D1 and D2: 59.28 %)
after Varimax rotation

2,5

15

0,5

D2 (22.73 %)

-0,5

-1,5

-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
D1 (36.55 %)

Figura 8| Agrupacion de machos (valor 1, elipse verde) y hembras (valor 2, elipse naranja) tras ACP. Algunos puntos
quedan excluidos de las elipses para definir de manera mds sencilla las agrupaciones (engloban una mayoria). E/l
factor D1 (eje X) explica un 36,55% de la variabilidad entre muestras; el D2 (eje y) un 22,73% (Total 59,28%)

4.1 Machos

Tras el andlisis ANOVA para el factor grupo, se concluye que hay diferencias
significativas inter-grupo en la expresion de los genes AChE-R (Sig. 0,002), mAChR-M2
(Sig. 0,017) y VAChT (Sig. 0,041). Analizando la tabla de comparaciones multiples, solo
se observan diferencias significativas en el gen AChE-R (Figura 9A), entre los grupos 501
y 401, asi como 511 y 401. Entre los grupos 511 y 411 no hay una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,074), pero puede observarse cierta tendencia de
aumento en el genotipo apoE4. Para los genes mAChR-M2 (Figura 9B) y VAChT (Figura 9C)

en el post-hoc no se observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos, pero
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Tras el ANOVA para el factor genotipo, se observa que los genes AChE-R y VAChT
presentan un aumento significativo de expresién en los individuos apoE4 (Figura 10), lo
que confirma los resultados observados para el factor grupo.

En cuanto al factor tratamiento, existe una disminucidn significativa de la expresion de
AChE-R tras la exposicién al CPF. Para el gen AChE-S no se obtienen diferencias
significativas, pero su p valor es muy cercano a 0,05 y visualmente puede observarse
una tendencia de disminucion de su expresién (Figura 11).

Respecto al ANOVA genotipo*tratamiento, los resultados muestran diferencias
significativas en los genes mAChR-M2 (Sig. 0,026) y CHAT (Sig. 0,017). Como puede
observarse en la Figura 12, para ambos genes hay un aumento de expresién en los
individuos C57BL/6 tras la exposicion al CPF respecto a los no tratados, mientras que,

por el contrario, disminuye su expresiéon en los apoE4 expuestos al CPF.

A *p= 0,001
2,5 *p=0,015
o 2,0
£
9 1,5
C
0
% 1,0
o
o
L>u< 0,5 .
0,0
501 511 401 411
Grupo
B .. p=0,057  P=0,069 C
g 14,0 p=0,056
525 o 12,0
o =
° 2,0 %100
Q15 2 80
v S
2 1,0 5 6,0
& o
Fr
0,0 )
501 511 401 411 0,0
Grupo 501 511 401 411
Grupo

Figura 9| Promedio de la expresion relativa * error estdndar, en funcion del grupo, de los genes AChE-R (A),
mAChR-M2 (B) y VAChT (C), en machos. Se muestra p valor (*= p<0,05)
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Figura 10| Promedio de la expresion relativa + error estdndar, en funcion del genotipo, de los genes AChE-R (1ZQ) y
VAChT (DCHA), en machos. Se muestra p valor (*= p<0,05)
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Figura 11| Promedio de la expresion relativa + error estdndar, en funcién del tratamiento, de los genes AChE-R (1ZQ)
y AChE-S (DCHA), en machos. Se muestra p valor (*= p<0,05)
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Figura 12| Promedio de la expresion relativa * error estdndar, en funcion del genotipo*tratamiento, de los genes
mAChR-M2 (1ZQ) y CHAT (DCHA), en machos.
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4.2 Hembras

Tras el andlisis ANOVA para el factor grupo, se concluye que hay diferencias
significativas inter-grupo en la expresion de los genes AChE-S (Sig. 0,038) y BChE (Sig.
0,027). Analizando la tabla post-hoc, solo se observan diferencias significativas en el gen
AChE-S (Figura 13A), entre los grupos 502 y 402 (indicando una influencia del genotipo).
Entre los grupos 502 y 512 el p valor es muy cercano a 0,05, por lo que podria
considerarse una posible influencia del tratamiento. Para el gen BChE (Figura 13B) no se
observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos, siendo el p valor mas

cercano al 0,05 el existente entre los grupos 512 y 412.

A *y= B
. p= 0,048 . p= 0,070
1,4 p= 0,065 14 ‘ '
1,2 1,2
S 1,0 210
& 08 © 08
3] (O]
~ 06 = 0,6
o o
X 04 & 0,4
0,2 0,2
0,0 0,0
502 512 402 412 502 512 402 412
Grupo Grupo

Figura 13| Promedio de la expresion relativa + error estdndar, en funcion del grupo, de los genes AChE-S (A) y BChE
(B), en hembras. Se muestra p valor (*= p<0,05)

Mediante un ANOVA para el factor tratamiento se concluye que no hay diferencias
significativas, a pesar de la posible tendencia descrita para el gen AChE-S.

Respecto al ANOVA para el factor genotipo, se observa una disminucién de expresion
del gen BChE en los individuos apoE4, confirmando la tendencia observada tras el
ANOVA factor grupo. Por otro lado, aumenta significativamente la expresiéon de nAChR-
a4 en estos individuos (Figura 14).

En cuanto al ANOVA genotipo*tratamiento tampoco hay diferencias significativas, pero
en el gen nAChR-a7 (Figura 15) se observa cierta tendencia a aumentar la expresion en
los individuos C57BL/6 tras la exposicion al CPF, mientras que, por el contrario,
disminuye su expresidn en los apoE4 expuestos al CPF, con un nivel de significancia del

0,054.
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Figura 14| Promedio de la expresion relativa * error estdndar, en funcién del genotipo, de los genes BChE (1ZQ) y
nAChR-a4 (DCHA), en hembras. Se muestra p valor (*= p<0,05)
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Figura 15| Promedio de la expresion relativa * error estdndar, en funcién del genotipo*tratamiento, del gen nAChR-
a7, en hembras.
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5. Discusion

Tras el andlisis de los resultados obtenidos, puede destacarse la influencia del genotipo
en la expresion de los genes involucrados en la via colinérgica, asi como en la respuesta
a una exposicion a téxicos. De igual manera, hemos observado una evidente diferencia
entre ambos sexos, tanto en los grupos control como en los tratados, asi como en el
patron de respuesta ante el tratamiento. Esto corrobora resultados obtenidos
anteriormente, donde se han observado diferencias entre sexos, sobre todo a nivel de
comportamiento, en aspectos relacionados con aprendizaje y memoria espacial

(involucrados en el hipocampo) (Monfort, et al., 2015; Saucier, et al., 2008).

Respecto a los machos, hemos encontrado diferencias de expresién mayoritariamente

en 4 genes, AChE-R, mAChR-M2, CHAT y VAChT.

Para el gen AChE-R existen diferencias entre los controles de ambos genotipos, estando
aumentada su expresion en los individuos apoE4, lo que indica que ya hay diferencias
significativas a nivel basal (sin ningln tratamiento) entre ambos genotipos. Estos datos
se confirman posteriormente con el ANOVA para el factor genotipo. Este gen se
sobreexpresa en situaciones de estrés (Zimmerman & Soreq, 2006), como estrés
oxidativo o tras exposicidn a téxicos (Perrier, et al., 2005), por lo que se podria sugerir
que el genotipo apoE4 estd ligado a un “estrés intrinseco”. En otros estudios también se
confirma esta diferencia basal entre genotipos, aumentando en los individuos apoE4
respecto a los control (comparacién con apoE3, (Basaure, et al., 2018)). Por otro lado,
se ha encontrado una expresion elevada de esta colinesterasa en el hipocampo de
pacientes de EA post-mortem (Berson, et al., 2008), lo que podria confirmar su relacién
con el genotipo apoE4 (ligado a esta enfermedad). Curiosamente, al analizar los efectos
tras el tratamiento con CPF, vemos que hay una reduccién de la expresion de este gen,
alcanzando los niveles del control, lo cual no corresponde con resultados obtenidos
anteriormente (Basaure, et al., 2018; Perrier, et al., 2005). Estd reduccion podria
deberse a una compensacién intrinseca del animal como respuesta al estrés, o a la
implicacion de otros factores que regulen esta expresion, por lo que serian necesarios
mas estudios al respecto. Asimismo, hay que considerar que este gen codifica para una

colinesterasa, por lo que es una posible diana para el CPF, cuya accién es inhibitoria.
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También hay que tener en cuenta que otras dosis, tanto menores como mayores,
podrian tener efectos diferentes. En concreto, en el estudio de (Jameson, et al., 2007)
se obtuvo que dosis de 1mg/kg de CPF (como la usada en este estudio) no tuvieron
apenas efecto, mientras que dosis de 0,5 y 2 mg/kg aumentaban la expresién de AChE-

R, siendo mas significativo en machos.

Para el gen que codifica para el receptor muscarinico M2 se han encontrado diferencias
inter-grupo, debidas a un efecto “simultaneo” del genotipo y tratamiento. En primer
lugar, puede observarse una diferencia basal entre genotipos, estando aumentada su
expresion en los individuos apoE4, lo que coincide con estudios anteriores (Dolejsi, et
al., 2016). Este receptor, en el hipocampo, se encuentra a nivel presindptico y actua
como autorreceptor. De esta manera, su funcién no es tanto excitatoria sino
moduladora (H. Ferreira-Vieira, et al.,, 2016; Zhang, et al.,, 2002), regulando
negativamente la liberacidon de ACh. Por lo tanto, un aumento de la expresion de este
gen indicaria menor liberacién de ACh. Asimismo, se ha sugerido que estos receptores
podrian estar involucrados en un aumento de la produccidn de BA (H. Ferreira-Vieira, et
al., 2016). La ausencia de ACh asi como la formacién de placas amiloides son
caracteristicas propias de los pacientes con EA, los cuales presentan la isoforma apoE4,
lo que podria sugerir que tanto la disminucién del neurotransmisor como la formacién
de estas placas estan ligadas a un aumento en la expresién de mAChR-M2, inducido por
el genotipo apoE4. Por tanto, este receptor podria servir como potencial diana de accién
de un farmaco para la EA. Paralelamente, los resultados muestran que los individuos de
ambos genotipos responden de manera significativamente diferente al tratamiento con
CPF, observandose un aumento de expresion en los individuos C57BL/6 (asemejandose
a los apoE4 control) y, curiosamente, disminuyendo en los individuos apoE4
(asemejandose a los C57BL/6 control). El aumento de expresidn corroboraria el efecto
neurotéxico del CPF, mientras que la disminucidon en los individuos apoE4 podria
explicarse por un mecanismo compensatorio a nivel colinérgico. Estudios anteriores han
sugerido que los OPs, y en concreto el CPF, pueden unirse directamente a los mAChR
pares, regulando indirectamente la cantidad de ACh y disminuyendo la toxicidad

provocada por la inhibicién de las colinesterasas (Carvajal Ruiz, 2011). Por ello, seria
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interesante continuar investigando estos aspectos, y aprovechar estos mecanismos

compensatorios para el desarrollo de un farmaco mas especifico y seguro.

Para el gen CHAT hemos encontrado el mismo patrén de expresion observado para el
mAChE-M2, es decir, se da un aumento de expresién en los individuos apoE4, que se
“revierte” (asemejandose a los niveles control C57BL/6) tras el tratamiento con CPF, al
contrario que en los individuos C57BL/6. Esto nos sigue corroborando la idea de que
existe una diferencia basal entre ambos genotipos y que el genotipo apoE4 estd
asociado a una desregulacion del sistema colinérgico, tal como han apuntado otros
estudios (Hampel, et al., 2018; Schliebs & Arendt, 2011). De esta manera, seria
interesante investigar si también existen mecanismos compensatorios que regulen la
expresion de este gen, y poder utilizarlo como diana terapéutica para enfermedades

neurodegenerativas que presentan sindrome colinérgico, como la EA.

En cuanto al VAChT, su expresion esta significativamente aumentada en los individuos
apoE4, lo que podria deberse, de nuevo, a un sistema colinérgico deficiente. En este
estudio no se han observado efectos del tratamiento con CPF, para ninguno de los
genotipos evaluados. En otros estudios (Basaure, et al., 2018) se ha encontrado una
disminucion de la expresién de este gen tras un tratamiento prenatal y postnatal con
CPF en los individuos control, mientras que en los apoE4 no se observaron diferencias
en el tratamiento. Sin embargo, dicho estudio analiza el efecto a las 2 semanas, mientras
en el presente estudio se analiza a los 9 meses, lo cual podria indicar que los efectos a
largo plazo difieren de los obtenidos a corto plazo. Asimismo, el genotipo usado como
control en el estudio de (Basaure, et al., 2018) no es el C57BL/6, por lo que la influencia

podria ser diferente.

Por ultimo —en referencia a machos—, a pesar de no ser significativo, se observa cierta
tendencia de disminucion de la expresion de AChE-S tras el tratamiento. Es |la diana
principal del CPF, y varios estudios donde evalldan el efecto a corto plazo han mostrado
una disminucién muy significativa en la expresion de este gen tras la exposicion a este
plaguicida (Basaure, et al., 2018; Basaure Garcia, 2017). Esto indicaria que la exposicién

temprana al CPF produce cambios irreversibles con efecto a largo plazo sobre este gen.
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En hembras, los resultados son significativamente diferentes a los obtenidos en machos.
Los genes que mayormente presentan diferencias de expresién en hembras son AChE-

S, BChE, nAChR-a4 y nAChR-a7.

Respecto al AChE-S, se observa una diferencia significativa entre los grupos control de
ambos genotipos, lo que indicaria diferencias basales. En los individuos apoE4 no se
observa influencia del tratamiento, sin embargo, hay una tendencia a disminuir en los
individuos C57BL/6 tras la exposicidn al CPF, asemejandose a los niveles de los apoE4.
Podriamos hablar, de nuevo, de un efecto inhibitorio a largo plazo tras la exposicion
temprana al CPF. De esta manera, si consideramos que tras el tratamiento se alteran los
niveles de expresion en los C57BL/6, estariamos considerando que los individuos apoE4

sin tratar ya presentan esa “alteracion intrinseca” debida al genotipo.

En cuanto al BChE, hay una disminucién de la expresién en los individuos apoE4
comparados con los C57BL/6, sugiriendo nuevamente diferencias basales referentes al
genotipo. Estudios anteriores encontraron estas diferencias de genotipo, asi como de
edad, estando este gen significativamente disminuido en individuos apoE4 adultos
respecto a los controles e individuos jovenes (Dolejsi, et al., 2016). Estos resultados
respaldan la idea de que los cambios colinérgicos asociados a la edad se incrementan
significativamente en individuos portadores del alelo €4. Otros estudios han observado
en pacientes con EA una actividad disminuida de BChE (Darreh-Shori, et al., 2011),

demostrando que el genotipo es posiblemente responsable de estos niveles alterados.

Para el gen que codifica para el receptor nicotinico a4, hemos encontrado un aumento
significativo de expresién en los individuos apoE4, remarcando de nuevo la influencia
del genotipo. Este aumento de expresién podria ser una modulacién del organismo para
intentar captar mas ACh, ya que este neurotransmisor es deficiente en pacientes con EA
(ligada al genotipo apoE4), por lo que se necesitaria un efecto compensatorio. Ademas,
se ha visto que la activacién de estos receptores puede dar lugar a un aumento de la tau
hiperfosforilada (H. Ferreira-Vieira, et al., 2016), estrechamente relacionada con el

deterioro cognitivo propio de la EA.
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Finalmente, para el receptor nicotinico a7, a pesar de no ser significativo, se observa un
patrén de respuesta al CPF diferente en funcidn del genotipo, aumentando la expresién
en los individuos C57BL/6 (asemejandose a los control apoE4) y disminuyendo en los
apokE4. Estudios anteriores (Slotkin, et al., 2004) también describieron una disminucion
significativa de la expresidon temprana de este receptor en diferentes zonas cerebrales
tras una exposicién al CPF. Tras los diversos estudios de Slotkin et. al, acaban
concluyendo que este receptor es un target especifico del CPF y que existe una
diferencia de base entre genotipos, que influye significativamente en la respuesta a
toéxicos. En nuestro caso, no llega a ser significativo, pero podria deberse en un primer
lugar a la dosis utilizada (en sus estudios usan una dosis mayor, 5mg/kg) y en segundo
lugar a que su evaluacidn se realiza a la semana de vida mientras en nuestro estudio se
realiza a los 9 meses, por lo que los efectos a largo plazo podrian diferir de los de corto

plazo.

Este estudio presenta ciertas limitaciones que es importante tener en cuenta a la hora
de plantear la validez de los resultados obtenidos. La principal limitacidén es el nimero
de individuos utilizado, que no permite obtener una elevada potencia estadistica, aun
mas importante tras la eliminacién de los outliers. Por otro lado, se ha cuantificado el
ARN pero en ninglin momento se ha evaluado su integridad. Los materiales y kits usados,
en principio, aseguran la ausencia de nucleasas y de ADN en las muestras, pero no se ha
confirmado mediante ningun analisis posterior.

Por ultimo, hay que tener en cuenta que Unicamente con los resultados obtenidos tras
este estudio no es posible justificar completamente la influencia de las distintas
variables analizadas, ya que solo se ha evaluado el hipocampo. Esta fraccién del cerebro
es una de las mas afectadas en pacientes con EA, y de las mas inervadas por neuronas
colinérgicas. Sin embargo, la actividad neuronal (y el organismo en general) comprende
una interrelacién entre diferentes estructuras, que podrian influir de alguna manera en
la via analizada, e incluso llegar a ser determinantes para los resultados obtenidos. Por
ello, es necesario realizar este estudio en otras fracciones cerebrales para poder

confirmar los resultados obtenidos a nivel global.
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6. Conclusiones

De este estudio podemos concluir que el genotipo es un factor importante que puede
influir en los niveles de expresidon colinérgica y modular la respuesta a un tratamiento.
Asimismo, se confirma que machos y hembras presentan un patrén diferenciado de
expresion génica, tanto a nivel basal, como a nivel de influencia del tratamiento. Por
tanto, es imprescindible tener en consideracion estas variables a la hora de desarrollar

un farmaco o valorar los efectos de exposicidn a téxicos.

Es necesario destacar que el genotipo apoE4 conlleva una “desregulacion colinérgica”
de manera intrinseca. Se han observado diversos posibles mecanismos compensatorios
tanto en los individuos no tratados como en los tratados con CPF, lo que mereceria

estudios posteriores para terminar de concluir estos hechos.

Con respecto al CPF, se ha visto que influye significativamente tanto de manera
conductual (afectando a la memoria espacial), como en los niveles de expresidon
colinérgicos, lo que confirma su accién en el hipocampo. Ademads, es importante
destacar que los efectos sobre machos y hembras difieren significativamente, siendo
mas pronunciados en los machos. Asimismo, para ciertos genes se ha observado una
modulacion de su expresidon que podria tener resultados positivos. Sin embargo, los
efectos neurotdxicos derivados de la exposicidn al CPF son mucho mas relevantes. De
esta manera, seria interesante continuar investigando ciertos mecanismos de accién del
CPF para establecer nuevas dianas que permitan el desarrollo de farmacos mas dirigidos,
especificos y seguros para enfermedades como la EA, sin los efectos neurotdxicos de los

OPs, y sin los efectos secundarios de otros tratamientos actuales.

Por ultimo, una posible limitacion futura a la aplicacion de estos resultados en el dmbito
clinico es el hecho de que en este estudio se realiza una exposicién temprana, evaluando
los efectos a largo plazo. Esto supondria que el uso de estas dianas tendria mas sentido
como uso preventivo que como tratamiento de la enfermedad. Ademas, hay que tener
en cuenta que la respuesta difiere considerablemente entre ambos sexos, por lo que las

terapias deberian desarrollarse de una manera mucho mas individual.
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9. Autoevaluacion

El desarrollo de este TFG ha sido toda una aventura. La experiencia ha sido totalmente
enriquecedora, desde el momento de comenzar las practicas hasta el dia de hoy, y estoy
segura de que todos los aprendizajes que he consolidado los recordaré en afos
posteriores. He de reconocer que antes de comenzar la estancia de practicas tenia cierto
miedo a lo que me enfrentaba. El mundo de la neurologia, casi totalmente nuevo para
mi, pero tan cercano a mi vida personal. Sin embargo, todos los miedos se disiparon
durante los primeros dias en el laboratorio, donde me aportaron un ambiente mas que
acogedor y me hicieron sentirme una mds en el equipo. En este estudio, como en la
mayoria de hoy en dia, la mayor parte del trabajo no ha estado centrado en obtener los
datos, sino en saber tratarlos estadisticamente y analizar su relevancia. Sin dudarlo, ha
sido el punto mas complejo de todo el desarrollo, junto con la necesidad de condensar
toda la informacién en unos pocos parrafos. Aun asi, la parte experimental ha sido un
punto crucial donde he aprendido la importancia de mantener la esterilidad y asepsia
en todo momento. También he comprendido que cometer un error en segun qué punto
del transcurso del experimento puede ser irreversible y suponer tener que empezar
desde 0, lo que conlleva no solo una pérdida considerable de tiempo, sino de materiales
(reactivos, animales, etc.). En general, ha sido una experiencia que me ha permitido
aprender de lo bueno y de lo malo, y seguir formdndome como persona y como

biotecndloga.
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