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RESUMEN

El colesterol es esencial en el mantenimiento de la integridad de las balsas lipídicas y ha

sido considerado como un factor regulador muy importante para la amiloidogénesis en la

enfermedad de Alzheimer (EA). La gran mayoría de los estudios del metabolismo de la

proteína precursora del amiloide (APP) y de la producción de la proteína β-amiloide (Aβ)

se han enfocado en neuronas. El papel de los astrocitos premanece aún inexplorado a

pesar  de  la  presencia  de  astrocitos  activados  en  los  cerebros  de  la  mayoría  de  los

pacientes con EA y en modelos transgénicos de la enfermedad. El papel del colesterol en la

producción de Aβ ha sido estudiado ampliamente en neuronas y se le ha atribuido una

participación en la formación de las balsas lipídicas y en metabolismo de la APP. De esta

manera,  en el  presente trabajo se  estudió el  efecto del  tratamiento de astrocitos  con

colesterol  y  se  analizó  la  expresión  y  procesamiento  de  la  APP.  Se  encontró  que  la

exposición al colesterol induce la activación de los astrocitos, incrementando el contenido

de APP y aumentando la interacción entre APP y BACE-1. Estos efectos fueron asociados

con un enriquecimiento de los dominios de gangliósido GM1-colesterol en la membrana

del  astrocitos y con un incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno

(ROS).
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ABSTRACT

Cholesterol  is  essential  for  maintaining  lipid  raft integrity  and has  been regarded as  a

crucial regulatory factor for amyloidogenesis in Alzheimer’s disease (AD). The vast majority

of  studies  on amyloid  precursor  protein  (APP)  metabolism and amyloid  β-protein  (Aβ)

production have focused on neurons.  The role of astrocytes remains largely unexplored,

despite the presence of activated astrocytes in the brains of most patients with AD and in

transgenic  models  of  the  disease.  The  role  of  cholesterol  in  Aβ production  has  been

thoroughly  studied in  neurons and attributed to  the participation of  lipid  rafts in  APP

metabolism. Thus, in the present study, we analyzed the effect of cholesterol loading in

astrocytes and analyzed the expression and processing of APP. We found that cholesterol

exposure  induced  astrocyte  activation,  increased  APP  content,  and  enhanced  the

interaction of  APP with  BACE-1.  These effects  were  associated  with  an  enrichment  of

ganglioside GM1-cholesterol patches in the astrocyte membrane and with increased ROS

production.
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ABREVIATURAS

Aβ           Péptido β-amiloide (amyloid-β peptide en inglés)

ADAM     Desintegrina y metaloproteasa (a disintegrin and metalloproteinase en inglés)

APP          Proteína precursora del amiloide (amyloid precursor protein en inglés)

APH1       Proteína defectiva de faringe anterior-1 (anterior pharynx-defective-1 en inglés)

BACE-1    Enzima que corta a APP en sitio beta-1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1 en inglés)

CTB          Subunidad beta de la toxina del cólera (cholera toxin subunit B en inglés)

CTFs         Fragmentos C-terminales (C-terminal fragments en inglés)

C-83         Fragmento C-terminal de APP de 83 aa 

C-99         Fragmento C-terminal de APP de 99 aa 

DRM        Membrana resistente a detergentes (detergent resistant membrane en inglés)

EA            Enfermedad de Alzheimer

GFAP       Proteína acídica fibrilar glial (glial fibrillary acidic protein en inglés)

GM1        Monosialogangliósido GM1

NPC         Célula precursora neural (neural progenitor cell en inglés)  

ROS         Especies reactivas de oxígeno (reactive oxygen species en inglés)

sAPPα     Fragmento α-soluble de APP

sAPPβ     Fragmento β-soluble de APP 

SEM        Error estándar de la media (standard error of the mean en inglés)

PEN-2     Enhancer de presenilina-2 (presenilin enhancer-2 en inglés)
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1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES

1.1 Astrocitos en el Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso Central (SNC) se compone de neuronas y células gliales que

incluyen a los astrocitos, oligodendrocitos y microglía.   La generación de los astrocitos

durante el desarrollo tiende a ocurrir después de la producción inicial de neuronas en la

mayoría de las regiones del SNC. 

Las estimaciones que se han realizado con respecto a la razón glia:neurona en el

cerebro varían según el grupo de trabajo (Nedergaard et al., 2003; Allen and Barres, 2009;

Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel, 2014). Se ha observado que existen variaciones

entre especies y áreas del cerebro (Herculano-Houzel, 2014; Khakh and Sofroniew, 2015).

En humanos se ha propuesto que la razón glia:neurona es más alta que en la mayoría de

las especies (Bass et al., 1971; Leuba and Garey, 1989; Nedergaard et al., 2003) y se ha

estimado que existen  8.4x1010 células  gliales  (astrocitos  y  oligodendrocitos)  y  8.6X1010

células neuronales en todo el cerebro (Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel, 2014). En

la corteza cerebral de humanos se ha sugerido que del 20-40% del total  de las células

gliales son astrocitos (Pelvig et al., 2008; Herculano-Houzel, 2014). En esta área cerebral,

los  astrocitos  son  más  numerosos  que  las  neuronas,  mientras  que  en  el  cerebelo  las

neuronas superan en número a los astrocitos. Los astrocitos son escasos en áreas con alta

densidad de cuerpos neuronales como la capa granular  cerebelar  y la capa de células

piramidales del hipocampo, mientras que áreas donde se encuentran dendritas y axones

poseen mayor número de astrocitos (Khakh and Sofroniew, 2015).

En el  SNC, cada astrocito ocupa un área discreta que se encuentra libre de los

procesos  de astrocitos  adyacentes,  lo  cual  sugiere  que los  astrocitos  poseen dominios

espaciales  propios,  aunque  se  ha  observado  que  los  procesos  periféricos  pueden

interdigitar unos con otros (Ogata and Kosaka, 2002; Bushong et al., 2000; Bushong et al.,

2004;  Halassa  et  al.,  2007).  Dentro  del  domino de  un  astrocito  de  corteza  cerebral  e

hipocampo de roedor, se pueden encontrar entre 300 y 600 dendritas neuronales (Halassa

et al., 2007) y 105 sinapsis. En contraste, en la corteza humana, un solo astrocito puede

sensar la actividad y regular  la función de más de un millón de sinapsis dentro de su
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dominio (Oberheim et al., 2006). De esta forma, la distribución de los astrocitos a través

del cerebro y la espina dorsal está altamente organizada de tal manera que, los cuerpos

celulares y los procesos no se encuentran en contacto unos con otros (Chang-Ling and

Stone, 1991). La importancia funcional de estos dominios no se conoce completamente;

sin embrago, es posible que todas las sinapsis que se encuentran dentro del dominio de un

solo astrocito, estén sólo bajo la influencia de éste (Nedergaard et al., 2003). 

Los astrocitos tienen varios subcompartimentos morfológicos o tipos de procesos:

1) ramas (branches en inglés):  son los procesos principales que se proyectan desde el

soma del astrocito.  No sobrepasan de 8 ramas por célula y su diámetro se encuentra en la

escala  de  los  micrómetros,  2)  ramillas  (branchlets  en  inglés):  son  estructuras  finas  de

segundo y tercer orden que derivan de las ramas y su diámetro se  encuentra en la escala

submicrométrica, 3) fascículos (leaflets en inglés): son las extensiones más terminales de

las ramillas y hacen contacto con las sinapsis neuronales. No se conoce el número preciso

por  astrocito  pero  con  base  en  estudios  de  microscopía  electrónica,  se  sabe  que  sus

dimensiones se encuentran en el  rango de cientos de nanómetros. A estas estructuras

también  se  les  ha  denominado  laminillas,  hojas,  procesos  periféricos,  procesos

perisinápticos  y  dedos  de  astrocitos,  y  4)  pies  terminales  (end  feet  en  inglés):  son

extensiones terminales especializadas que contactan a la vasculatura. Cada astrocito posee

una o dos ramas con pies terminales que representan un compartimento especializado y

polarizado (Khakh and Sofroniew, 2015).

Con base en la detección de la proteína GFAP (proteína acídica fibrilar glial), que es

un marcador de astrocitos (Ludwin et al., 1976; Pekny et al., 1995), se ha dividido a los

astrocitos  corticales  humanos  en  cuatro  morfologías  distintas:  protoplásmicos,

interlaminares, polarizados y fibrosos o fibrilares (Oberheim et al., 2006). Los astrocitos

protoplásmicos son el tipo más abundante en la corteza humana encontrándose en las

capas 2 a 6. En el humano, el cuerpo celular de estos astrocitos es de ~10 µm de diámetro

y  sus  procesos  se  extienden  de  100-200  µm  (27  veces  más  grandes  que  los  de  los

roedores) (Cajal, 1995; Oberheim et al., 2006). Los astrocitos interlaminares se extienden

en las capas 1, 2 y 4 de la corteza cerebral (Andriezen, 1983; Colombo and Reisin, 2004).

Los cuerpos celulares son de ~10 µm de diámetro y extienden dos tipos de procesos: 3-6
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fibras que contribuyen a la red de astrocitos cerca de la superficie de la pia madre, y 1-2

fibras que penetran en las capas de la corteza y se extienden aproximadamente 1 mm de

longitud (Colombo and Reisin, 2004). Los astrocitos polarizados son relativamente poco

comunes y se encuentran presentes en las capas 5 y 6 de la corteza, cerca de la materia

blanca (Oberheim et al., 2006). Ocasionalmente extienden sus procesos a la vasculatura,

pero la mayoría terminan en el neuropilo (Cajal, 1995). Estos astrocitos no respetan los

dominios de los astrocitos vecinos ya que sus largos procesos viajan directamente a través

de los  dominios  protoplásmicos  de otros  astrocitos.  La función de estas  células  no  se

conoce del todo, pero posiblemente sirven como una vía alternativa para la comunicación

a  larga  distancia  a  través  de  las  capas  corticales,  formando  uniones  entre  dominios

funcionalmente  relacionados  en  diferentes  capas  o  entre  la  materia  blanca  y  la  gris.

Finalmente,  los  astrocitos  fibrosos  se  encuentran  en la  materia  blanca y  sus  procesos

pueden sobrelaparse (Oberheim et al., 2006).

Recientemente han surgido estudios a gran escala que analizan el transcriptoma

del astrocito y que han reforzado la noción de la diversidad molecular de los astrocitos en

diferentes regiones del cerebro, además de que han provisto evidencia de que diferentes

estímulos  pueden  cambiar  los  perfiles  transcripcionales  de  estas  células  en  diferentes

formas, sugiriendo que existe más diversidad de astrocitos de lo que se cree (Bachoo et al.,

2004; Cahoy et al., 2008; Hamby et al., 2012; Zamanian et al., 2012; Zhang et al., 2014).

1.1.1 Funciones fisiológicas de los astrocitos

Hasta finales de los años 90’s, se creía que los astrocitos actuaban sólo como un

sosten físico para las neuronas.  Sin embrago,  se sabe actualmente que contribuyen en

muchos procesos fisiológicos importantes para el mantenimiento y regulación del SNC (Fig.

1). Se ha observado que expresan canales de sodio y potasio, y pueden exhibir corrientes

iónicas, aunque a diferencia de las neuronas, no propagan potenciales de acción a lo largo

de sus procesos. Esto no significa que los astrocitos sean silentes fisiológicamente, ya que

pueden presentar incrementos regulados en la concentración de calcio intracelular, lo cual

representa una forma de excitabilidad. Existen varios trabajos que evidencian que estos

incrementos  de  calcio  son  importantes  para  la  comunicación  intercelular  astrocito-
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astrocito y astrocito-neurona (Charles et al., 1991; Nedergaard et al., 2003; Seifert et al.,

2006) y se ha sugerido que participan en el control del diámetro de los vasos sanguíneos,

el  control  de  la  liberación  de  factores  tróficos  y  sinaptogénicos,  la  regulación  de  la

expresión de genes,  la modulación de la captura de K+,  la regulación de la captura de

neurotransmisores,  el  control  del  movimiento  de  los  procesos  de  los  astrocitos,  la

ampliación del potencial de acción axonal, la sincronización neuronal y posiblemente la

liberación de moléculas y mediadores inflamatorios ante estímulos dañinos (revisado en

Zhakh and Sofroniew, 2015). Estas elevaciones de calcio pueden ocurrir como resultado de

oscilaciones intrínsecas que resultan de la liberación de Ca2+ de almacenes intracelulares,

pueden dispararse por la acción de transmisores (glutamato y purinas) liberados durante

la  actividad  neuronal  o  pueden ser  propagadas  por  un  astrocito  vecino  (Volterra  and

Meldolesi,  2005;  Halassa  et  al.,  2007;  Iadecola  and  Nedergaard,  2007).  Más  aún,

recientemente se ha propuesto que los astrocitos tienen siete tipos de señalización por

calcio que son mediados por diversos estímulos y ocurren en diferentes zonas del cerebro

y del propio astrocito (revisado en Zhakh and Sofroniew, 2015). 

Los astrocitos también tienen funciones importantes durante el desarrollo de la

materia blanca y gris, ya que los límites formados por ellos pueden guiar la migración de

los  axones  y  de  ciertos  neuroblastos  durante  el  desarrollo  (Powell  and  Geller,  1999).

Además,  estas  células  gliales  forman  contactos  y  tienen  múltiples  interacciones

bidireccionales con los vasos sanguíneos y están involucradas en la regulación del flujo

sanguíneo local en el SNC. Existen diversos trabajos que demuestran que los astrocitos

pueden producir y liberar moléculas mediadoras como prostaglandinas (PGE), óxido nítrico

(NO) y ácido araquidónico (AA) que aumentan o disminuyen, de manera coordinada, el

diámetro  de  los  vasos  y  modulan  el  flujo  sanguíneo  en  el  cerebro  en  respuesta  a  la

actividad  neuronal  (Gordon  et  al.,  2007;  Iadecola  and  Nedergaard,  2007;  Wolf  and

Kirchhoff, 2008; Koehler et al., 2009). Asimismo, se sabe que los astrocitos participan en la

regulación del metabolismo del SNC ya que los procesos de estas células al tener contacto

tanto con los vasos sanguíneos como con los axones y sinapsis neuronales, toman glucosa

de la sangre y la almacenan en forma de gránulos de glucógeno. Se ha observado que la

utilización de glucógeno astrocítico puede sostener la actividad neuronal durante períodos
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de  hipoglucemia  o  cuando  se  presenta  una  actividad  neuronal  muy  alta  (Brown  and

Ransom,  2007;  Suh  et  al.,  2007).  Más  aún,  los  astrocitos  forman  parte  de  la  barrera

hematoencefálica que está constituida por células endoteliales, la lámina basal, pericitos

perivasculares y astrocitos. Varias líneas de investigación sugieren que los astrocitos tienen

la  capacidad  de  inducir  ciertas  propiedades  de  la  barrera  hematoencefálica  mediante

moléculas que regulan su maduración,  permeabilidad y vasodilatación.  Más aún,  se ha

observado en cultivos celulares que estas moléculas inducen la organización de las células

endoteliales en estructuras parecidas a capilares, además del ensamblaje y actividad de

sus uniones estrechas (Ballabh et al., 2004; Abbott et al., 2006). 

Otro  aspecto  importante  de  los  astrocitos  es  que  están  involucrados  en  la

homeostasis de varios neurotransmisores al expresar niveles altos de transportadores para

glutamato,  GABA  y  glicina.  Estos  transportadores  sirven  para  recapturar  los

neurotransmisores  del  espacio  sináptico  convirtiéndolos,  a  través  de  reacciones

enzimáticas, en precursores que volverán a dar lugar a los neurotransmisores (Seifert et

al.,  2006;  Sofroniew  and  Vinters,  2010).  Finalmente,  otro  papel  importante  de  los

astrocitos es la protección de las neuronas ante diferentes tipos de daño del SNC, a través

de  su  activación  que  conlleva  cambios  morfológicos  y  fisológicos,  y  que  ha  sido

denominada como gliosis reactiva.

8



Figura 1.  Funciones fisiológicas de los astrocitos. Los astrocitos se comunican unos con otros mediante
transientes de calcio  intracelular  a  través de las  gap junctions.  Están en continua comunicación con las
neuronas y en estrecho contacto con la sinapsis en donde capturan y liberan diferentes moléculas para la
regulación de la actividad y sobrevivencia neuronal. También forman parte de la barrera hematoencefálica
(BHE) y modulan a la microvasculatura a través de la liberación y captura de moléculas que inducen la
constricción y dilatación de los vasos sanguíneos o sirven como sustratos energéticos.  NO, óxido nítrico; AA,
ácido araquidónico.

1.1.2 Astrocitos y gliosis reactiva

En el 2009, Sofroniew definió a la gliosis reactiva basado en cuatro hechos: (1) la

gliosis implica cambios moleculares, celulares y funcionales en los astrocitos que ocurren

en respuesta a todas las formas y grado de severidad de un daño al SNC, así como a las

enfermedades que pueda presentar,  (2)  los cambios llevados a cabo por los astrocitos

activados varían dependiendo de la severidad del daño y la duración del mismo, (3) los

cambios que se observan en la gliosis reactiva son regulados de manera dependiente del

contexto específico por moléculas de señalización inter e intracelulares. 

De acuerdo con esta definición, la activación de los astrocitos no es una respuesta

del  todo  o  nada,  sino  son  cambios  progresivos  tanto  celulares  como  en  la  expresión

genética. 

La activación de los astrocitos puede ser clasificada en dos categorías: la primera es

benéfica y ocurre poco después del  daño al  SNC, y la segunda puede ocurrir  después,
9



inhibiendo  la  regeneración  neuronal  contribuyendo  en  el  mantenimiento  de  procesos

inflamatorios y por lo tanto ser dañina (Akassoglou et al., 1997; Pekny and Nilsson, 2005).

En  cuanto  a  los  cambios  morfológicos  y  proliferativos  de  los  astrocitos,  se  han

definido tres etapas de la gliosis reactiva: 1. gliosis reactiva media a moderada, en donde

existe un incremento en la expresión de GFAP y algunos genes, y se presenta hipertrofia

del cuerpo celular. Se ha observado que los procesos pueden disminuir y existe poca o

nada de proliferación. Sin embargo, todo se da dentro de los dominios individuales de los

astrocitos  sin  sobrelapamiento  de  procesos  de  astrocitos  vecinos  o  pérdida  de  los

dominios individuales (Wilhelmsson et al., 2006). La astrogliosis moderada está asociada a

un trauma moderado, no penetrante y no contusivo, a una activación difusa del sistema

inmune innato y se da en áreas que se encuentran a cierta distancia de lesiones focales. Si

el daño es reparado, los astrocitos pueden volver a presentar una apariencia similar al

tejido sano (Sofroniew, 2009). 2. gliosis reactiva severa y difusa, en donde hay una mayor

expresión de GFAP, junto con la hipertrofia del cuerpo celular y de los procesos. Existe

proliferación de astrocitos y se observa la extensión de procesos a los dominios de los

astrocitos vecinos, lo cual lleva a la reorganización de la citoarquitectura. En áreas que

rodean  a  lesiones  focales  severas,  a  infecciones  o  áreas  que  responden  a  procesos

neurodegenerativos crónicos, puede encontrarse este tipo de gliosis  reactiva.  3. gliosis

reactiva  severa  con  cicatriz  glial  compacta,  en  donde  existe  proliferación  celular  y

sobrelapamiento de los dominios individuales de los astrocitos, además de la formación de

la cicatriz  glial.   Estas  cicatrices pueden actuar como barreras neuroprotectoras  contra

agentes infecciosos y células inflamatorias, y se forman en los bordes de tejidos con daño

severo, necrosis, infección o inflamación. En estas cicatrices, los astrocitos interactúan con

células fibromeningeales y otros astrocitos, llevando a la generación de depósitos densos

de  matriz  extracelular  de  colágeno  y  la  producción  de  moléculas  como  tenacina-c,

proteoglicano de condroitin sulfato y metaloproteasas, que pueden inducir la inhibición de

la migración axonal y celular (Fawcett and Asher, 1999; Yiu and He, 2006). De esta manera,

los  astrocitos  rodean  y  aíslan  a  las  neuronas  que  murieron  o  están  por  morir  de  las

neuronas sanas, previniendo la progresión del daño al tejido, pero impidiendo finalmente

la  recuperación  funcional  (Silver  and  Miller,  2004).  Existen  al  menos  dos  fuentes  de
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astrocitos para la formación de la cicatriz glial: 1) astrocitos perivasculares maduros que

proliferan localmente y 2) progenitores neurales periependimales que migran al sitio de la

lesión (Barnabé-Heider et al., 2010; Bardehle et al., 2013; Benner et al., 2013).

De acuerdo con la distancia a la cual se encuentran los astrocitos del sitio de la

lesión, la gliosis se puede clasificar en anisomórfica, donde los astrocitos rodean la lesión

formando la cicatriz glial, o isomórfica en la cual los astrocitos permanecen distales al sitio

del  daño promoviendo el  crecimiento  neurítico y  facilitando la  sinaptogénesis.  Ambos

tipos de gliosis pueden presentarse después de un daño (Mansour et al.,  1990). Se ha

determinado  que  dependiendo  del  tipo  de  lesión  es  la  respuesta  y  los  cambios

consecuentes que se llevan a cabo en el astrocito. Por ejemplo, los cambios inducidos por

la isquemia difieren sustancialmente de los observados con la inflamación (Hamby et al.,

2012;  Zamanian  et  al.,  2012)  y  los  cambios  inducidos  por  eventos  de trauma exhiben

gradientes que varían con la distancia de la lesión y con la intensidad del daño (Sofroniew

and Vinters,  2010; Wanner et al.,  2013).  Más aún,  la diversidad de respuestas no solo

difiere  dependiendo  del  tipo  de  daño,  sino  también  entre  regiones  del  SNC  como  la

corteza o el hipocampo (Hamby et al., 2012; Wanner et al., 2013; Anderson et al., 2014).

Existen  diferentes  moléculas  de  señalización  intercelular  que  son  capaces  de

desencadenar o regular la gliosis reactiva (Fig.2), entre las que se encuentran: 1) factores

de crecimiento polipeptídicos y citocinas como TNF-α, IL-1β, IL-10, TGF-β; 2) mediadores

de la inmunidad innata como el lipopolisacárido (LPS) y otros ligandos de los receptores

tipo Toll; 3) neurotransmisores como el glutamato y la noradrenalina; 4) purinas como el

ATP; 5) especies reactivas de oxígeno (ROS) incluyendo al óxido nítrico (NO); 6) la hipoxia y

la  falta  de  glucosa;  7)  productos  asociados  a  la  neurodegeneración  como  el  Aβ;  8)

moléculas asociadas con toxicidad metabólica sistémica como el NH4+ y 9) reguladores de

la  proliferación  celular  como  la  endotelina-1.  Estos  mediadores  de  la  gliosis  reactiva

pueden  ser  liberados  por  neuronas,  microglía,  oligodendrocitos,  pericitos,  células

endoteliales y otros astrocitos en respuesta a cualquier daño al SNC o durante procesos de

neurodegeneración (Sofroniew, 2009). 
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Figura 2. Activación de los astrocitos.  Existen diversas moléculas que pueden inducir la activación de los
astrocitos como: las especies reactivas de oxígeno (ROS), el óxido nítrico (NO), citocinas, neurotransmisores,
el péptido amiloide (Aβ), la inmunidad innata, procesos de hipoxia y la privación de la glucosa. Una vez
activados, los astrocitos pueden liberar una serie de moléculas que van a mediar la expresión de distintas
proteínas que están involucradas en la neuroinflamación y en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer (Modificada de Avila-Muñoz and Arias, 2014).

1.1.3 Astrocitos y neurodegeneración

Los astrocitos son esenciales para el  funcionamiento normal del  cerebro,  por lo

tanto, la desregulación de sus funciones y la consecuente pérdida de la homeostasis es un

componente  de  la  mayoría  de  las  patologías  y  enfermedades  neurológicas.  En  gran

medida,  los cambios patogénicos en la glía,  determinan el  resultado y la escala de las

enfermedades del SNC. La contribución de los astrocitos a las patologías está representada

por la gliosis reactiva ya sea crónica o aguda que está asociada a la pérdida o alteración de

sus funciones esenciales. La atrofia morfológica o la astenia funcional de estas células ha

sido descrita en muchas de las condiciones neurológicas (Verkhratsky et al., 2014).
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Diversos estudios sugieren que los astrocitos activados contribuyen a la inflamación

observada  después  de  un  evento  de  trauma,  de  una  infección  o  en  enfermedades

neurodegenerativas  como  la  esclerosis  lateral  amiotrófica  (ALS)  y  la  enfermedad  de

Alzheimer (Fig.2) (Brenner et al.,  2001; Moynagh, 2005; Rossi et al.,  2008; Glass et al.,

2010; Li et al., 2011; Jo et al., 2014). 

1.2 Enfermedad de Alzheimer 

En  1907,  Alois  Alzheimer,  psiquiatra  y  neuropatólogo  alemán,  describió  los

hallazgos clínicos y patológicos que encontró en una mujer de 51 años de edad que llevaba

cuatro y medio años de demencia progresiva. Estos hallazgos fueron reconocidos como un

desórden  que  fue  denominado  posteriormente  con  el  nombre  de  su  descubridor

(Alzheimer) por el psiquiatra Emil Kraepelin en 1910.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de demencia en personas

de edad avanzada representando del 60 al 70% de los casos (WHO, 2012). Se ha estimado

que la tasa de incidencia de la demencia se doblará cada 20 años hasta alcanzar los 65.7

millones  en  el  año  2030,  mientras  que  para  la  enfermedad  de  Alzheimer  la  tasa  de

prevalencia asociada a la edad se doblará cada cinco años en pacientes con más de 65

años (Bachman et al., 1993; WHO, 2012). 

La progresión de la EA es estereotípica debido a que se ha observado que inicia en

la corteza entorrinal, el núcleo basal de Meynert y el núcleo coeruleus,  progresando hacia

el hipocampo para después afectar el resto de la corteza cerebral (Arendt et al., 2015). En

el 95% de los casos de EA el padecimiento se presenta de manera esporádica, siendo el

envejecimiento el principal factor de riesgo, mientras que el 5% restante de los casos es

debido a  la  presencia  de  mutaciones  en  distintas  proteínas  y  se  denomina Alzheimer

familar (FAD). Estas mutaciones son autosómicas dominantes y fueron descubiertas en tres

genes  diferentes:  APP,  presenilina-1  y  presenilina-2.  La  mayoría  de  estas  mutaciones

alteran la producción de Aβ acelerando la patología (Guo et al., 2012). La EA se caracteriza

histopatológicamente por la presencia de placas amiloideas y marañas neurofibrilares (Fig.

3),  que están aumentadas principalmente en corteza e hipocampo de pacientes con la
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enfermedad;  además de la pérdida sináptica y  la muerte  neuronal  (Hardy and Selkoe,

2002). 

Las marañas neurofibrilares están compuestas por la proteína Tau que de manera

normal se une a los microtúbulos estabilizando el  citoesqueleto neuronal.  En la EA,  la

proteína  Tau  se  encuentra  hiperfosforilada,  lo  que  ocasiona  que  no  se  una  a  los

microtúbulos  y  en  cambio,  se  una  a  otras  proteínas  Tau  que  también  se  encuentran

hiperfosforiladas.  Por  su  parte,  las  placas  amiloideas  son  agregados  extracelulares

compuestos  por  el  péptido  -amiloide (A),  el  cual  deriva  del  corte  proteolítico de la

proteína precursora del amiloide (APP). 

Figura 3. Marcadores histopatológicos del Alzheimer. (a) Placas amiloideas extracelulares compuestas por el
péptido  β amiloide  (Aβ).  (b)  Marañas  neurofibrilares  intracelulares  compuestas  por  la  proteína  Tau
hiperfosforilada. (Modificado de Jucker and Walker, 2013).

1.2.1 La Proteína Precursora del Amiloide (APP)

La proteína APP forma parte de una familia pequeña de genes (Collin et al., 2004)

que incluye a la proteína APL-1 en  C. elegans, APPL en  Drosophila, APPa y APPb en pez

zebra (Musa et al., 2001), y APLP1 y APLP2 (proteína parecida a la APP 1 y 2) en mamíferos

(Anliker  and Müller,  2006;  Müller  and Zheng,  2012).   APLP1 se  expresa solamente  en

cerebro mientras que la APLP2 es ubicua. 

El gen de la APP se encuentra en el cromosoma 21 y la proteína está codificada por

un gen sencillo de 19 exones. Todos los miembros de esta familia codifican a proteínas de

membrana tipo I que poseen una región extracelular larga y una región citoplásmica corta.
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Estas proteínas están constituidas por diversos dominios (Fig. 4) que incluyen al dominio

E1,  la  región  acídica  (AcD),  el  dominio  E2  (también  llamado  dominio  central  de  APP,

CAPPD), la región de yuxtamembrana (JMR), la región transmembranal (TM) y el dominio

intracelular  (AICD  para  APP  y  ALID1/ALID2  para  APLP1  y  APLP2  respectivamente).  El

dominio de Aβ y el dominio de extensión (ED) sólo están presentes en la APP, el dominio

de inserción KPI/OX2 sólo en la APP y la APLP2 y el dominio E1 está menos conservado en

la APLP1. La APP presenta unidades funcionales tales como el dominio de unión a heparina

(HBD), el dominio de unión a cobre (CuBD), el dominio de unión a zinc (ZnBD), el dominio

de unión a colágeno (CBD) y el dominio parecido a factor de crecimiento (GFLD) (Coburger

et al., 2014). 

Existen diferentes isoformas de la APP que son resultado del splicing alternativo del

exón 7 y 8. Las isoformas predominantes son APP695, 751 y 770, y difieren por la ausencia

(APP695) o presencia (APP751 y 770) del dominio extracelular inhibitorio de la proteasa

Kunitz  (KPI).  La APP695 es  la  isoforma que se  encuentra principalmente  en neuronas,

mientras que la isoforma 770 se expresa en la mayoría de las células. En astrocitos se

expresan las isoformas 751 y 770.

La  APP  se  sintetiza  en  el  retículo  endoplásmico  (RE)  y  después  se  transporta

mediante la vía secretora. Se modifica postraduccionalmente por la adición de N- y O-

oligosacáridos, sulfatación en tirosinas y fosforilación en serinas durante su tránsito por la

vía secretora en su camino a la membrana plasmática (Weidemann et al., 1989; Suzuki et

al., 1992; Knops et al.,  1993; Oishi et al.,  1997; Selkoe, 1998). Puede transportarse a lo

largo del axón y subsecuentemente por transcitosis se localiza en las dendritas (Koo et al.,

1990) y se expone en la membrana plasmática donde alguna se internaliza en endosomas

para su reciclamiento. En células en cultivo, se ha obsrevado que además de estar en la

membrana, la APP se encuentra en el aparato de Golgi, en la red del trans-Golgi (TGN) y en

vesículas del post-TGN. Algunos estudios han propuesto que la APP tiene un tiempo de

residencia relativamente corto en la superficie celular ya sea porque es cortada por la α-

secretasa o porque es internalizada en endosomas en condiciones normales (Selkoe, 1998;

Vetrivel and Thinakaran, 2010).
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Figura 4. Dominios y regiones de la familia de APP. La APP y su familia están compuestas por diferentes
dominios y regiones estructurales y funcionales. (1) Dominio E1: dominio parecido a factor de crecimiento
(GFLD) y dominio de unión a cobre (CuBD); (2) Dominio de extensión (ED); (3) Región acídica (AcD); (4) E2 o
dominio central de APP (CAPPD); (5) Región de yuxtamembrana (JMR); (6) Región transmembranal (TM); (7)
Dominio  intracelular  de APP (AICD).  En  el  esquema se  muestra  también el  dominio  del  inhibidor  de la
proteasa tipo Kunitz (KPI) y el sitio donde se encuentra la región correspondiente al péptido β-amiloide (Aβ).
Los sitios de corte por diferentes enzimas (secretasas) se indican con flechas (Aydin et al., 2012; modificada
de Coburger et al., 2014).

Estudios en ratones knockout  para la APP han demostrado cierta funcionalidad

redundante entre ésta y sus proteínas homólogas (Zheng et al., 1995; Dawson et al., 1999).

Se ha observado que ratones knockout para la APP presentan un fenotipo normal con

defectos  sutiles debido a la compensación mediada por la APLP1 y 2,  al  igual  que los

ratones  dobles  transgénicos  de  la  APP  con  la  APLP1  o  APLP2.  Sin  embargo,  el  triple

transgénico presenta letalidad posnatal temprana, lo que sugiere un papel fisiológico de

estas proteínas (Von Koch et al., 1997; Heber et al., 2000). En cuanto a la APP, a pesar de
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que su función fisiológica normal aún no es clara, se le han descrito algunas funciones

posibles como la regulación del crecimiento neurítico, adhesión celular, sinapotegénesis,

sobrevivencia celular y homeostasis del calcio (Thinakaran and Koo, 2008). 

La APP es importante durante el desarrollo en ratones, ya que cuando se reducen

los niveles de la proteína en la corteza, se afecta la migración de las células precursoras

neuronales de la zona ventricular a la corteza y por lo tanto la embriogénesis. La migración

puede restablecerse cuando se sobreexpresa a APP695 y  APP751 (Young-Pearse  et al.,

2007).  Se  sabe  que  APP  puede  acoplarse  a  proteínas  motoras  de  citoesqueleto  y

filamentos dentro de la célula para unir proteínas de matriz extracelular como el colágeno

(Beher et al., 1996), la laminina (Beher et al., 1996), y proteoglicanos de heparina sulfato

(Cáceres  and  Brandan,  1997)  y  de  esta  manera  regular  la  migración  de  las  células

precursoras. Además, la cola citoplásmica de la APP une proteínas reguladoras de actina

como Fe65 y Mena, localizadas en los sitios de adhesión en el cono de crecimiento (Sabo

et al., 2003). Más aún, se ha observado que APP se expresa en altas concentraciones en la

glia radial, la cual guía a las neuronas hacia la corteza en el embrión, sugiriendo que la

adhesión  de  las  neuronas  a  las  células  gliales  promovida  por  APP  juega  un  papel

importante en el desarrollo cerebral (Trapp and Hauer, 1994).

El papel de la APP en el desarrollo de mamíferos persiste después del nacimiento y

se ha observado un pico en los niveles de esta proteína en la segunda semana postnatal de

roedores,  lo  cual  coincide con el  tiempo de  maduración  del  cerebro y  las  conexiones

sinapticas (Löffler and Huber, 1992). Además, se ha encontrado a la APP en las sinapsis,

donde su procesamiento puede ser regulado por la actividad neuronal (Kamenetz et al.,

2003).  De hecho,  los  ratones knockout  de APP presentan  LTP (long-term potentiation)

alterada (Dawson et al., 1999; Priller et al., 2006) y reducción en el número de espinas

(Tyan et  al.,  2012),  mientras  que la  sobreexpresión de la  APP en ratones transgénicos

incrementa  la  densidad de  espinas  (Lee  et  al.,  2010)  y  en  neuronas  hipocampales  en

cultivo incrementa su respuesta a glutamato (Tominaga-Yoshino et al., 2001). Todos estos

datos sugieren una contribución importante de la APP en la formación y mantenimiento

de las sinapsis.
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1.2.2 Procesamiento proteolítico de la APP: vía no amiloidogénica y vía amiloidogénica

En individuos sanos, la mayor parte de la APP se corta constitutivamente a la mitad

de la secuencia Aβ por la enzima α-secretasa (TACE / ADAM17 y/o ADAM10) (Fig.4 y 5) a

través de la vía no amiloidogénica. La α-secretasa corta a la APP en el dominio luminal, a

16  aminoácidos  río  abajo  del  sitio  de  corte  de  la  enzima  β-secretasa  (BACE-1),

promoviendo la liberación del ectodominio soluble de APP (sAPPα) y la generación de un

fragmento  C-terminal  truncado  (α-CTF  o  C-83)  que  se  corta  posteriormente  por  la  γ-

secretasa. Debido a que el corte por  α-secretasa trunca el  N-terminal de Aβ, la vía no

amiloidogénica resulta en la generación de péptidos Aβ truncados, llamados péptidos p3.

Alternativamente, existe una pequeña porción de APP que se corta a través de la

vía amiloidogénica por las enzimas proteolíticas: BACE-1 y γ-secretasa, lo que da como

resultado final, la secreción de Aβ (37-42 aminoácidos). El primer corte por BACE-1 resulta

en la liberación de un ectodominio soluble grande (sAPPβ) y un fragmento C-terminal que

se queda anclado a la membrana (β-CTF o C-99).  El  segundo corte es mediado por  γ-

secretasa,  la  cual  corta  al  β-CTF  dentro  del  dominio  transmembranal  promoviendo  la

liberación del péptido Aβ al medio extracelular. Esta vía se encuentra exacerbada en la EA

(De Strooper and Annaert, 2000) (Fig. 5 y 6).

La vía amiloidogénica genera un péptido Aβ de 40 aminoácidos (1-40) que representa

el 90% de la Aβ producida y un Aβ de 42 aminoácidos (1-42)  que constituye el 10%.  Se

sabe  que  las  formas  largas  de  Aβ son  más  propensas  a  la  agregación  rápida,  a  la

oligomerización y a la generación de formas fibrilares, eventos que se piensa son críticos

para el desarrollo de la EA. Actualmente se conoce que el procesamiento endocítico de la

APP, es aparentemente requerido para la generación de Aβ (Riddell et al., 2001; Ehehalt.,

2003).  Se  sabe  que  la  isoforma APP751  se  procesa  más  eficientemente  por  la  vía  no

amiloidogénica que la APP695 (Ben Khalifa et al., 2012).
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Figura 5.  Procesamiento de APP. El  procesamiento de APP se lleva a cabo a  través de dos vías:  La no
amiloidogénica y la  amiloidogénica.  En la no amiloidogénica la APP se corta primero por la α-secretasa
generando los fragmentos C-83 y sAPPα, mientras que en la vía amiloidogénica el primer corte se da por
BACE-1 que resulta en los fragmentos C-99 y sAPPβ. El fragmento C-99 se corta por la γ-secretasa liberando
al Aβ y al fragmento AICD. El Aβ una vez liberado puede agregarse, oligomerizarse y formar placas seniles
(Modificada de Gandy, 2005).

 α-secretasa

Las proteínas ADAM (desintegrinas y metaloproteasas) son enzimas dependientes de

Zn2+.  En  el  genoma de  mamíferos  se  han  identificado  40  ADAMs  mientras  que  en  el

genoma humano sólo se han descrito 21. Sin embargo, de estas 21 moléculas, solamente

13 son proteolíticamente activas (Edwards et al., 2008). 

Las ADAMs están conformadas por varios dominios que incluyen: 1)  una secuencia

señal  seguida  de  un  prodominio  que  sirve  como  inhibidor  de  la  enzima  durante  su

traducción  y  que  debe  ser  cortado  por  una  furina,  2)  el  dominio  catalítico  o  de

metaloenzima,   3)  un dominio  de  desintegrina  que sirve  para  la  función de  adhesión

celular de la enzima, 4) un dominio rico en cisteínas, 5) el dominio transmembranal y 6)

una  cola  citoplásmica  que  tiene  sitios  importantes  de  fosforilación  para  la  unión  de

proteínas  implicadas  en  vías  de  señalización  (Black  et  al.,  1997;  Gooz,  2010)  (Fig.6).
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Algunas  de  las  ADAMs  pierden  el  dominio  de  metaloenzima  durante  la  maduración

intracelular y algunas no poseen el sitio de unión de zinc presente en el dominio catalítico

que les permite ser activas (ADAM 1–7, 22, 23, 29, 31, 32) (Gooz et al., 2010). 

Figura 6. Estructura de ADAM o α-secretasa. La estructura general de las ADAMs, a excepción de las que no
poseen el dominio catalítico o la secuencia de unión de zinc, está conformada por un prodominio, el dominio
catalítico  o  de  metaloenzima,  el  dominio  de  desintegrina,  un  dominio  rico  en  cisteínas,  el  dominio
transmembranal y el citoplásmico (Modificada de Gooz, 2010).

En general, se ha observado que las ADAMs tienen propiedades tanto adhesivas como

proteolíticas  y  participan en la adhesión celular  y  el  corte  de varias  moléculas  que se

encuentran en la  superficie celular.  Se  ha propuesto que actúan como mediadoras de

eventos de señalización celular involucrados en diferenciación, proliferación y crecimiento

celular  (Blobel,  2005;  Edwards  et  al.,  2008).  En  cuanto  a  las  ADAMs  sin  actividad

proteolítica,  se  sabe  que  participan  en  la  comunicación  intercelular  a  través  de  sus

propiedades adhesivas, más que activando moléculas de la superficie celular a través de su

corte. 

Existen tres ADAMs que poseen actividad de α-secretasa: ADAM9, ADAM10 y ADAM17

(también denominada TACE; enzima convertidora del factor de necrosis tumoral) (Sastre et

al.,  2001; Vincent and Govitrapong, 2011). ADAM17 se expresa ampliamente en varios

tejidos que incluyen el  cerebro,  el  corazón,  los  riñones y  el  músculo esquelético,  y  su

expresión cambia durante el desarrollo embrionario y durante la etapa adulta (Black et al.,

1997). En cuanto al cerebro, se ha observado mediante estudios inmunohistoquímicos y

por  hibridación  in  situ,  que  ADAM17  se  expresa  en  células  endoteliales  y  astrocitos
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(Goddard  et  al.,  2001).  Por  su  parte,  se  ha  propuesto  que  ADAM10  se  expresa

consitutivamente  en  astrocitos  provenientes  del  cerebros  normales  y  cerebros  con

procesos inflamatorios (Nuttal et al., 2007).

Tanto  ADAM17  como  ADAM10,  juegan  un  papel  importante  en  el  corte  de

ectodominios de proteínas inflamatorias. Por ejemplo, el TNF-α soluble es liberado de su

precursor, que se encuentra anclado a la membrana, por el corte de ADAM17 (Black et al.,

1997). Esta enzima también puede cortar a otros receptores como TNFR y Notch, ligandos

de EGFR, moléculas de adhesión como L-selectina y a la APP (Black et al., 1997; Moss et

al., 1997; Black and White, 1998; Peschon et al., 1998; Lammich et al., 1999; Reddy et al.,

2000; Garton et al., 2003). Una vez cortadas, las moléculas resultantes se pueden unir a

sus  receptores  en  la  misma  célula  o  en  células  vecinas,  y  alternativamente  pueden

alcanzar células más distantes en el mismo tejido e incluso en el torrente sanguíneo para

actuar de manera endócrina (Wiley et al., 1998; Borrell-Pages et al., 2003). En cuanto a sus

funciones  fisiológicas,  se  ha  propuesto  que  ambas  enzimas  están  involucradas  en  el

desarrollo del sistema nervioso activando la adhesión de células neurales y el crecimiento

de neuritas (Maretzky et al., 2005) y están implicadas en procesos de memoria (Cho et al.,

2008; Tanabe et al., 2008).

 BACE-1

BACE-1 es una aspartilproteasa de membrana tipo 1 de 501 aminoácidos con actividad

de β-secretasa. Fue descubierta entre el año 1999 y 2000 por varios grupos de trabajo que

también la nombraron como Asp2 (aspartil proteasa-2) y memapsina 2 (proteasa aspartica

anclada a la membrana de la familia de las pepsinas-2)  (Sinha et al., 1999; Vassar et al.,

1999; Yan et al.,  1999; Lau et al.,  2000). Además de la forma de 501 a.a.,  existen tres

formas derivadas por splicing alternativo de 432, 457 y 476 residuos (Solans et al., 2000). 

BACE-1 tiene la capacidad de cortar a la APP y otras proteínas de membrana de tipo1

como: APLP1 y APLP2, β-galactosido α,2,6-sialiltransferasa, las subunidades β del canal de

sodio  dependiente  de  voltaje,  el  receptor  tipo  2  de  la  interleucina-1  (IL-1R2)  y  la

neuregulina 1 y 3 (Kitazume et al., 2001; Li and Sudhof, 2004; von Arnim et al., 2005; Wong

et al., 2005; Kuhn et al., 2007). En cuanto a la APP, el corte por β-secretasa se lleva a cabo
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en el Asp+1 y el Glu+11 de la secuencia de Aβ, lo que hace a esta proteasa altamente

específica (Vassar et al., 2009). 

BACE-1 se sintetiza como una preproenzima que se corta por una proteasa parecida a

furina  y  posteriormente  se  transporta  a  la  membrana  plasmática  a  través  de  la  vía

secretora, ya que se ha detectado en los compartimentos tardíos de Golgi-TGN. En su paso

por  estos  compartimientos,  BACE-1  se  N-glicosila  en  cuatro  residuos  de  Asn  y  a

fosforilación en una Ser; residuos que se encuentran en el dominio citoplásmico (Fig. 7)

(Haniu  et  al.,  2000).  Esta  enzima  también  puede  acetilarse  transitoriamente  en  siete

residuos de Arg (Costantini et al., 2007). Posterior a las glicosilaciones y a la fosforilación,

BACE-1 se transporta a la membrana celular donde es internalizada posteriormente en

endosomas. La fosforilación en el residuo de serina regula su distribución en endosomas

tardíos o tempranos (Capell et al., 2000; Huse et al., 2000). La actividad óptima de BACE-1

se ha propuesto que ocurre a pH 4.5  in vitro, lo que sugiere a los endosomas como los

sitios principales de corte de APP por BACE-1. La endocitosis de APP ha sido propuesta

como necesaria para la producción de Aβ en células en cultivo e in vivo (Koo and Squazzo,

1994). Otra modificación postraduccional importante en la maduración de BACE-1 es la S-

palmitoilación  de  cuatro  residuos  de  Cys  localizados  en  la  unión  del  dominio  de

transmembrana y el citosólico (Fig.7). Esta modificación facilita la localización de BACE-1

en las balsas lipídicas de la membrana donde se ha propuesto que reside esta proteasa

(Benjannet et al., 2001; Wolozin, 2001; Tun et al., 2002; Ehehalt et al., 2003; Vetrivel et al.,

2009). Se sabe que la actividad de BACE-1 es altamente sensible al ambiente lipídico y es

estimulada por glucoesfingolípidos, glicerofosfolípidos y esteroles (Kalvodova et al., 2005).

BACE-1 se expresa altamente en el cerebro, principalmente en neuronas (Hussain et

al., 1999; Vassar et al.,  1999; Laird et al.,  2005; Harada et al., 2006; Zhao et al., 2007),

aunque se ha observado que en modelos animales de gliosis crónica y en cerebros de

pacientes con EA hay presencia de BACE-1 en astrocitos (Roßner et al., 2005).

Dentro de las funciones fisiológicas de BACE-1, se ha encontrado que está involucrada

en la mielinización del sistema nervioso y se ha sugerido que actúa como una proteína de

respuesta a estrés. Se ha observado que BACE-1 incrementa durante eventos de estrés

oxidante (Tamagno et al., 2002), hipoxia (Zhang et al., 2007), isquemia (Wen et al., 2004),
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apoptosis (Tesco et al., 2007) y daño traumático (Blasko et al., 2004). Durante eventos de

estrés oxidante la expresión de BACE-1 se estimula a través de la vía de JNK (cinasa del N-

terminal  de  c-jun)  (Tamagano  et  al.,  2008)  y  del  producto  de  lipoperoxidación  4-

hidroxinonenal mediante la vía de la proteína cinasa activada por estrés (Tamagano et al.,

2005). 

En cerebros de pacientes con EA y en modélos transgénicos de la enfermedad, se ha

determinado que los niveles protéicos, el mRNA y la actividad de BACE-1 se encuentran

incrementados (Bigl et al., 2000; Fukumoto et al., 2002; Yang et al., 2003; Li et al., 2004).

Además, se ha observado que la activación de Cdk5 (cinasa dependiente de ciclina-5), que

se sabe está asociada con la EA, aumenta los niveles protéicos y de mRNA de BACE-1 tanto

in vivo como in vitro debido a que incrementa los niveles de STAT3 que interactúa con el

promotor de BACE-1 (Wen et al., 2008).  Asimismo, se sabe que el knockout de ratón de

BACE-1 lleva a la abolición de la producción de Aβ, sAPPβ y C-99, sin embargo, tienen

alteraciones fenotípicas como déficits en la potenciación a largo plazo. En estos ratones

knockout de BACE-1 existe actividad residual de β-secretasa que puede ser atribuible a su

proteína  homóloga  BACE-2,  que  aunque  se  ha  descrito  principalmente  en  astrocitos,

también se ha encontrado en neuronas y se sabe puede cortar a la APP (Bettegazzi et al.,

2011; Vassar, 2003). 

Figura 7. Estructura de BACE-1. Cada dominio esta representado por un rectángulo de color con el número
de aminoácidos correspondientes. D92TG y D298SG son los motivos de ácido aspártico que corresponden a los
sitios activos.  Juntos componen al dominio catalítico de BACE-1. SP, péptido señal;  Pro, propéptido; TM,
dominio de transmembrana y C, dominio C-terminal. Los sitios de glicosilación y fosforilación están indicados
como Ns y S respectivamente (Modificado de Vassar et al., 2009).

 γ-secretasa
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La γ-secretasa corresponde a un complejo multiprotéico formado por cuatro proteínas

integrales  de  membrana:  presenilina-1  (PS1),  nicastrina,  APH1  y  PEN2  (Fig.  8).  El

ensamblaje del complejo comienza con la estabilización de la PS1 por APH1 y nicastrina,

que es una glucoproteína de transmembrana tipo 1 que se sugiere como la unidad de

unión al sustrato (Satoh and Kuroda, 2001; Shah et al., 2005). Subsecuentemente, PEN2 se

une para completar el proceso de ensamblaje y regular la endoproteólisis de PS1 (Luo et

al.,  2003;  Iwatsubo,  2004;  Ahn  et  al.,  2010).  Estudios  mutacionales  y  con  animales

knockout  y  knockdown,  han  establecido  que  PS1  es  la  subunidad  catalítica  de  la  γ-

secretasa (De Strooper et al., 1998; De Strooper et al., 1999; Wolfe et al., 1999). Una vez

sintetizada,  PS1  sufre  un  corte  endoproteolítico  que  resulta  en  un  fragmento  amino-

terminal  (NTF)  y  un  fragmento  carboxilo-terminal  (CTF)  que  forman  un  heterodímero

funcional donde se encuentran dos residuos conservados de aspartato que llevan a cabo la

actividad catalítica (Borchelt et al., 1996; Li et al., 2000; Kimberly et al., 2003). Además,

PS1 ha sido implicada en la regulación del tráfico intracelular (Esselens et al., 2004; Wilson

et al., 2004; Wang et al., 2006). 

La  γ-secretasa,  al  igual  que  BACE-1,  tiene  varios  sustratos  que  son  principalmente

proteínas  de  membrana  tipo  1  como  los  receptores  y  ligandos  Notch,  el  receptor  de

netrina DCC, el receptor ErbB-4, caderina, LRP y CD44 (revisado en Vetrivel et al., 2006).

Esta enzima ha sido detectada en RE, RE-Golgi, Golgi, endosomas, lisosomas, fagosomas,

membrana plasmática y mitocondria (Kovacs et al., 1996; Cupers et al., 2001). El corte de

varios sustratos por la γ-secretasa parece ser dependiente del compartimento subcelular

donde se encuentren, ya que se ha observado que APP es cortada principalmente en TGN

y endosomas tempranos, mientras que Notch es cortado en la membrana plsamática (Xu

et al., 1997; Greenfield et al., 1999; Tarassishin et al., 2004).

Además del corte en el sitio para la producción de Aβ40 y 42, se ha observado que la γ-

secretasa media el corte de APP en el sitio ζ y ε para generar los péptidos Aβ46 y Aβ99

respectivamente (Sastre et al., 2001; Weidemann et al., 2002; Zhao et al., 2004; Zhao et

al., 2007).
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Figura 8. Componentes del complejo de γ-secretasa. La γ-secretasa es un complejo compuesto por cuatro
proteínas de membrana: PEN-2, Presenilina-1 (que posee la actividad enzimática del complejo y sufre un
corte  endoproteolítico  para  poder  llevar  a  cabo  su  actividad),  Nicastrina  y  APH-1  (Modificado  de
Wakabayashi and De Strooper, 2008).

 Fragmentos C-terminales o CTFs

Después del corte de APP por  α-secretasa o  β-secretasa, se generan fragmentos C-

terminales (C-83 y C-99 respectivamente) que son relativamente pequeños (Fig.9). Estos

fragmentos se quedan anclados a la membrana donde interactúan con varías proteínas

adaptadoras y de señalización que contienen dominios de unión a fosfotirosinas (FE65,

X11, Dab-1 y JIP-1) o a SH2 (de homología a Src 2) y que se unen de manera dependiente

al estado de fosoforilación de los CTFs (Lee et al., 2003).

Se  sabe que el  fragmento C-99 puede  contribuir  en  la  neurodegeneración  y  en  la

promoción de déficits cognitivos en modelos animales (Lauritzen et al., 2012; Mitani et al.,

2012). La sobreexpresión de C-99 ha sido asociada con efectos citotóxicos, posiblemente a

través de la alteración de la vía de transducción de señales de la APP (Yankner et al., 1989;

Oster-Granite et al., 1996) y se ha observado que está involucrada en la localización de γ-

secretasa en la superficie celular (Liu et al., 2009).
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 Fragmentos solubles: sAPPα y sAPPβ

Del  corte  de  la  APP,  además  de  los  CTFs,  se  generan  fragmentos  solubles  que

dependiendo  de  si  son  derivados  del  corte  por  la  α-secretasa  o  la  β-secretasa,  se

denominan sAPPα o sAPPβ respectivamente (Fig.9).  Se ha propuesto que sAPPα actúa

como factor de proliferación en precursores neuronales en el cerebro adulto así como en

células  no  neuronales  (Saitoh  et  al.,  1989;  Pietrzik  et  al.,  1998;  Caille´  et  al.,  2004).

Además, se ha observado que incrementa el crecimiento neurítico en líneas celulares de

neuronas  inmortalizadas  (Milward  et  al.,  1992)  y  a  nivel  de  la  sinapsis  modula  la

transmisión  y  actúa  como  un  factor  neuroprotector  contra  el  daño  isquémico  y

excitotóxico (Mattson et al., 1993; Smith-Swintosky et al., 1994; Furukawa et al., 1996a,b;

Morimoto et al., 1998;). Se sabe que sAPPα induce la diferenciación neural hacia el linaje

astrocítico y que su inhibición puede contribuir a la pérdida de espinas dendríticas (Baek et

al.,  2002;  Pardossi-Piquard  et  al.,  2005;  Liu  et  al.,  2007;  Zhang  et  al.,  2007).  Se  ha

propuesto que su efecto sobre el  crecimiento neurítico,  lo lleva a cabo a través de su

interacción con el  receptor de neurotrofina p75 (Hasebe et al.,  2013)  y a  través de la

activación de las cinasas MAPK, PI3K y Akt (Cheng et al., 2002). Más aún, puede estimular

a la guanilato ciclasa unida a la membrana, regular la homeostasis del calcio, decrementar

las  corrientes  generadas  por  el  receptor  NMDA,  incrementar  la  conductancia  de  los

canales de potasio (Barger and Mattson, 1995; Barger et al. 1995) y probablemente, como

consecuencia de su papel en la modulación sináptica, mejora el desempeño en tareas de

memoria en ratas adultas cuando es inyectado intracerebralmente (Meziane et al., 1998).

En cuanto a la sAPPβ, se le ha relacionado con procesos de diferenciación neural de las

células madre embrionarias (Freude et al. 2011; Chasseigneaux and Allinquant, 2012). Se

ha  observado  también  que  decrementa  la  adhesión  celular  y  aumenta  el  crecimiento

axonal (Chasseigneaux et al., 2011). De igual manera que el sAPPα, puede estimular a la

mircroglía (Barger and Harmon, 1997) y cuando existe apoptosis de neuronas periféricas

inducida por la privación de factores de crecimiento, la sAPPβ se une al receptor DR6 para

desencadenar muerte celular (Nikolaev et al., 2009). Comparado con sAPPα, sAPPβ es cien

veces  menos  potente  en  proteger  a  las  neuronas  hipocampales  en  contra  de  la

excitotoxicidad, la toxicidad por Aβ y la privación de glucosa (Furukawa et al., 1996b).
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 Dominios intracelulares o AICDs

Estos fragmentos derivan del corte de los CTFs tanto por la vía amiloidogénica como la

no amiloidogénica. Se ha propuesto que los AICDs tienen funciones fisiológicas como la

modulación de la plasticidad sináptica (Sabo et al., 2003), la vía de señalización de calcio

mediada por fosfoinosítidos (Leissring et al., 2002), la apoptosis mediante la regulación de

la proteína supresora de tumores p53 (Passer et al., 2000; Kinoshita et al., 2002; Kim et al.,

2003; Ozaki  et  al.,  2006; Checler et  al.,  2007; Nakayama et al.,  2008),  la dinámica del

citoesqueleto de actina (von Rotz et al., 2004; Muller et al., 2007) y la homeostasis del

colesterol (Liu et al., 2007) y de los esfingolípidos (Grimm et al., 2011).

Se  han  identificado  varias  proteínas  como  Fe65,  JIP  y  X11/Mint  (revisado  en  De

Strooper and Annaert, 2000; King and Scott Turner, 2004) que se unen a motivos de AICD.

Por ejemplo, Fe65 se une al motivo YENPTY para formar un complejo que se transloca al

núcleo donde posteriormente se une a Tip60. El complejo AICD/Fe65/Tip60 controla la

transcripción de varios genes como la neprilisina, el LRP1, el receptor de EGF (Kwak et al.,

2006), APP, BACE-1, el propio Tip60, GSK3β y KAI1 (von Rotz et al.,  2004; Muller et al.,

2007;  Slomnicki  and Lesniak  2008).  En  2010,  Belyaev  y  colaboradores  presentaron un

nuevo modelo para  la  generación de AICDs  transcripcionalmente activos.  Este  modelo

propone que solo los AICDs generados durante la vía  amiloidogénica poseen actividad

transcripcional, mientras que los AICDs generados a través de la vía no amiloidogénica son

rápidamente degradados por la enzima degradadora de insulina (IDE). Más aún, sólo el

corte de la isoforma APP695 pero no de APP751 o APP770,  resulta en AICDs que son

activos a nivel transcripcional (Belyaev et al. 2010).

 Péptido β-amiloide o Aβ

El  péptido  β-amiloide  se  genera  del  corte  consecutivo  de  la  APP  por  BACE-1  y

posteriormente por la γ-secretasa (Fig.9). A pesar de que la mayoría del Aβ es secretado

fuera  de  la  célula,  una  porción  de  este  péptido  puede  ser  generado  en  varios

compartimentos celulares como RE, Golgi-TGN y endosomas/lisosomas. 
Al péptido Aβ se le han adjudicado funciones neuroprotectoras y neurotróficas, ya que

se ha observado que puede regular la función de canales de calcio (Ramsden et al., 2001,

2002), actuar como factor esencial para la viablidad de las neuronas (Plant et al., 2003) y
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ser secretado por las neuronas en respuesta a actividad sináptica regulando a la baja la

transmisión sináptica como una forma de regulación negativa (Kamenetz et al., 2003). Se

sabe además, que Aβ puede entrar a la célula o actuar vía el receptor NMDA, el receptor

AMPA,  la  proteína  relacionada  con  el  receptor  de  lipoproteínas  de  baja  densidad,  el

receptor α 7-nicotínico y el receptor de productos avanzados de glicación (Giri et al. 2000;

Bu et  al.  2006;  Zhao et  al.  2010)  para llevar  a  cabo acciones  dentro  de la  célula.  Sin

embargo, se ha observado que el Aβ internalizado puede ser también degradado y, bajo

ciertas condiciones, puede llegar a acumularse contribuyendo a la patogénesis de la EA

(Friedrich et al., 2010; Zhang et al., 2011). 

Los péptidos Aβ40 y Aβ42 consisten en dos α-hélices que están unidas por un asa. En

contraste con el Aβ soluble, el péptido exhibe un amplio contenido de hojas plegadas-β

cuando se encuentra en fibrillas. El cambio conformacional de la estructura α-hélice a hoja

plegada-β es fundamental para las propiedades amiloidogénicas del péptido. Los factores

desencadenantes de este cambio estructural no son totalmente entendidos. Sin embargo,

mutantes que simulan la EA, como las mutaciones alemanas y árticas que están localizadas

en la primera α-hélice, causan su desestabilización favoreciendo la conformación de hoja

plegada-β y favoreciendo la formación de fibrillas de Aβ (Levy et al., 1990; Wisniewski et

al.,  1991).  Por  otro  lado,  en  cerebros  de  pacientes  con  EA,  el  grado  de  demencia

correlaciona mejor con los niveles cerebrales de Aβ soluble que con la cantidad de Aβ

agregado en placas (Lue et al., 1999; McLean et al., 1999). Esto sustenta la noción de que

las  especies  responsables  de  la  disfunción  sináptica  en  los  pacientes  con  EA  son  los

oligómeros solubles de Aβ, los cuales interfieren con la plasticidad sináptica (Lambert et

al., 1998; Walsh et al., 2002; Wang et al., 2002), más que los agregados amiloides fibrilares

que en un principio fueron considerados como las especies neurotóxicas. Los oligómeros

de Aβ solubles se encuentran presentes a concentraciones más altas en cerebros con EA

que  en  cerebros  no  afectados  (Gong  et  al.,  2003),  y  se  unen  específicamente  a

subpoblaciones de espinas dendríticas (Lacor et al., 2004). 

28



Figura 9. Fragmentos generados por el procesamiento de APP.  La APP puede ser cortada por la α-secretasa
(en la vía no amiloidogénica) generando dos fragmentos: sAPPα y C-83. Durante la vía amiloidogénica, la APP
es primero cortada por BACE-1 dando como resultado dos fragmentos: sAPPβ y C-99. El fragmento C-99 es
posteriormente cortado por la γ-secretasa para liberar al fragmento Aβ. En el presente esquema cada enzima
y los fragmentos derivados por su corte se presentan en un mismo color (Modificado de Quiroz-Baez et al.,
2009).

1.2.3 Factores que modulan el procesamiento amiloidogénico
Además de la edad, se han considerado otros factores de riesgo para el desarrollo de la EA

tales  como:  alteraciones  genéticas,  polimorfismos,  respuesta  inmune  o  inflamatoria

anormal,  daño  traumático,  estrés  oxidante  y  alteraciones  metabólicas  que  incluyen  la

hipercolesterolemia,  hipertensión,  ateroesclerosis,  obesidad  y  diabetes  (Hardy,  1997;

Small, 1998; Mayeux, 2003). Por otro lado, se ha observado que el consumo de vitaminas

relacionadas con la homocisteína (vitamina B12 y folato), antioxidantes (vitamina C y E),

ácidos  grasos  insaturados  y  fármacos  que  inhiben  la  síntesis  de  colesterol  (estatinas)

pueden reducir el riesgo de padecer EA (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000; Luchsinger

and Mayeux, 2004).

1.2.3.1 Balsas lipídicas y contenido de colesterol 

 Composición de la membrana celular y de las balsas lipídicas

Las membranas celulares son estructuras dinámicas compuestas por lípidos y proteínas

que  forman  una  bicapa  con  proteínas  flotando  azarosamente,  este  modelo  de  la

membrana celular  (modelo del  mosaico fluido) fue postulado por Singer y Nicolson en

1972 (Fig.10).  La membrana celular media la comunicación con el exterior lo que implica
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la interacción con células vecinas, hormonas y factores de crecimiento. La bicapa lipídica

de las membranas celulares es asimétrica, es decir, posee diferente composición de lípidos

en las dos capas que la conforman. Los lípidos presentes en la membrana celular son los

fosfolípidos  y  los  glicerofosfolípidos,  especialmente  la  fosfatidilcolina  (PC)  en  la  capa

exoplásmica y la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS) en la capa interna; así

como esfingolípidos y colesterol que se encuentran en ambas capas. 

Figura 10. Modelo del mosaico fluido. Modelo de la membrana celular como originalmente fue propuesto
por Singer y Nicolson en 1972. Los cuerpos sólidos que atraviesan la bicapa lipídica son proteínas integrales
de membrana distribuidas de manera azarosa. Algunas de ellas pueden formar complejos (Nicolson, 2014).

Sin  embargo,  existen agregados de lípidos  en un estado más  ordenado dentro  del

conjunto generalmente desordenado de lípidos de membrana. Estos agregados de lípidos

ordenados  son  actualmente  referidos  como  balsas  lipídicas  o  “lipid  rafts”.  Las  balsas

lipídicas están constituidas por esfingolípidos y colesterol, en donde los esfingolípidos se

asocian lateralmente unos con otros a través de interacciones débiles (Fig. 11).
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Figura  11.  Balsas  lipídicas. Las  balsas  lipídicas  son  microdominios  de  membrana  compuestos  por
esfingolípidos y colesterol. Se han estudiado a través de obtención de membranas resistentes a detergentes
o DRMs (Modificado de Dolganiuc, 2011).

Los esfingolípidos son lípidos de membrana derivados de un aminoalcohol insaturado

o esfingosina, el cual se une a un ácido graso de cadena larga por medio de un enlace

amina para formar una ceramida (Fig.12). Estos lípidos pueden dividirse en los siguientes

grupos:  (1)  Gangliósidos,  son  el  grupo  más  complejo  de  los  esfingolípidos  y  están

constituidos por oligosacáridos de ceramidas que incluyen al menos un ácido siálico con

carga negativa en la cabeza polar. Constituyen alrededor del 6% de los lípidos del cerebro.

(2) Esfingomielinas, son los esfingolípidos más comunes y están constituidas por ceramidas

esterificadas con fosfoetanolamina y fosfocolina en la cabeza polar. La mielina que rodea

las terminales nerviosas es rica en este tipo de esfingolípidos. (3) Glucoesfingolípidos, se

encuentran  en  la  cara  externa  de  la  membrana  plasmática  y  se  forman  cuando  las

ceramidas  se combinan con azúcares.  Este  grupo no contiene fosfato  y  se  dividen en:

cerebrósidos que contienen un azúcar simple unido a la ceramida, y globósidos que tienen

dos  o  más  azúcares  que  son  generalmente  D-glucosa,  D-galactosa  o  N-acetil-D-

galactosamina. 
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Figura 12. Estructura del esfingolípido. La estructura fundamental de un esfingolípido es una esfingosina
unida a un ácido graso de cadena larga mediante un enlace amino para formar una ceramida. 

Por  otro  lado,  el  colesterol  es  un  tipo  de  esterol  que  posee  una  cabeza  polar

constituida  por  un  grupo  hidroxilo  y  una  cola  apolar  constituida  por  cuatro  anillos

fusionados, tres de los cuales tienen seis carbonos y uno con cinco carbonos, y una cadena

de hidrocarbonos (Fig. 13). Este esterol se sintetiza a partir de acetil-CoA a través de un

proceso que  se  lleva  a  cabo en cuatro  etapas:  (1)  Condensación  de tres  unidades de

acetato para formar mevalonato, que es un intermediario de seis carbonos; (2) Conversión

de mevalonato a unidades activadas de isopreno; (3) Polimerización de seis unidades de

isopreno  de  cinco  carbonos  para  formar  el  escualeno  de  30  carbonos  lineales;  (4)

Ciclización  del  escualeno para  formar  los  4  anillos  del  núcleo.  El  paso  limitante  en la

biosíntesis del colesterol es la conversión de β-hidroxi-β-metil glutaril-CoA (HMG-CoA) en

mevalonato con ayuda de la enzima HMG-CoA reductasa.

Figura 13. Estructura del colesterol. El colesterol está formado por: (1) una cabeza polar compuesta por el
grupo OH; (2) una región rígida constituida por anillos esteroideos; (3) una cola no polar confromada por una
cadena hidrocarbonada.
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El colesterol es transportado en las sangre por apolipoproteínas y su nivel es regulado

por  su concentración intracelular  y  por  hormonas como el  glucagon que promueve la

fosforilación  de  la  HMG-CoA  reductasa  inactivándola,  y  la  insulina  que  promueve  la

desfosforilación de la enzima activándola.

Este  esterol  no atraviesa la barrera hematoencefálica,  por  lo  que en el  cerebro es

sintetizado  de  novo por  los  astrocitos,  ya  que  las  neuronas  no  son  eficientes  en  su

producción. Los astrocitos responden ante la demanda de colesterol de las neuronas a

través de secretar complejos de ApoE-colesterol, que son transportados hacia la neurona

para  su  desarrollo  y  función.  Estudios  en  modelos  murinos  han  mostrado  que  los

astrocitos y la microglía son las principales células secretoras de ApoE, mientras que las

neuronas la expresan bajo condiciones de excitotoxicidad (Xu et al., 2006). La ApoE es la

principal proteína transportadora de colesterol  en el cerebro y a través de su receptor

regula la redistribución y homeostasis del colesterol. El humano expresa tres alelos del

gen:  ε2,  ε3  y  ε4  (Xu  et  al.,  2006)  y  su transcripción  es  regulada  por  el  producto  de

oxidación del colesterol, el 24-hidroxicolesterol (24-OH), que es liberado por la neurona vía

el receptor X del hígado (LXR) (Pfrieger, 2003; Nieweg et al., 2009). El LXR es un receptor

nuclear  que  regula  la  expresión  de  genes  específicos  involucrados  en  el  flujo  y

metabolismo del  colesterol,  como el  transportador  de unión  al  caset  de ATP A1 y  G1

(ABCA1  y  ABCG1),  y  ApoE  (Sodhi  and  Singh,  2013).  En  las  neuronas,  el  colesterol  es

convertido, mediante la 24-hidroxilasa (CYP46A1), en 24-OH que puede difundir a través

de  la  barrera  hematoencefálica  hacia  la  circulación  sistémica.  En  menor  medida,  el

colesterol también es convertido a 27-hidroxicolesterol (27-OH) mediante la 27-hidroxilasa

(CYP27A1) y después a ácido 7α-hidroxi-3-oxo-4 colestenóico (7-OH-4-C) por la enzima

CYP7B.  Una vez  que  el  7-OH-4-C cruza  la  barrera  hematoencefálica,  alcanza  el  hígado

donde es eliminado (Björkhem, 2006; Meaney et al., 2007; Björkhem et al., 2009).

En cuanto a su papel en la membrana celular, la presencia de colesterol disminuye la

movilidad por rotación de la unión carbono-carbono de las cadenas lipídicas, forzándolas a

estar en su conformación extendida. Los grupos acilo de las cadenas saturadas pueden

formar asociaciones más compactas y estables con el sistema de anillos del colesterol. El

colesterol se asocia preferentemente con la esfingomielina, más que con la fosfatidilcolina,

33



y  favorece  la  formación  de  balsas  lipídicas,  las  cuales  han  sido  estudiadas

bioquímicamente  a  través  de  la  obtención  de  membranas  resistentes  a  detergentes

(DRMs) por medio de detergentes no iónicos como el Tritón X-100 y el Lubrol WX a 4°C

(Brown and London, 1998).  Han sido implicadas en la señalización neuronal, adhesión y

guía axonal  (Paratcha and Ib  Oez,  2002;  Golub et  al.,  2004;  Kamiguchi,  2006)  y  se ha

propuesto que funcionan como centros de señalización incluyendo y excluyendo ciertas

proteínas en una extensión variable. Es así, que se ha demostrado que una proteína puede

tener diferentes funciones dentro y fuera de las balsas lipídicas acoplándose a diferentes

efectores y mecanismos de señalización  (Simons and Toomre, 2000; Helms and Zurzolo,

2004). 

 Colesterol, balsas lipídicas y vía amiloidogénica

El cerebro es el órgano más rico en colesterol, aproximadamente el 25% del total del

colesterol  es  contenido  en  el  cerebro  (Dietschy  and Turley,  2001;  Dietschy  and Turley

2004).  Se  conoce  que  dietas  altas  en  grasa  (que  incluyen colesterol)  juegan  un  papel

importante  en  promover  el  estrés  oxidante  en  el  cerebro  e  inducen  cambios  en  el

metabolismo energético y  en  las  funciones  cerebrales,  que favorecen el  desarrollo  de

alteraciones cognitivas incluyendo la demencia y la neurodegeneración (Morrison et al.,

2010; Uranga et al., 2010).

El  cerebro de pacientes  con Alzheimer  se  caracteriza por  un contenido alto  en

ácidos grasos de cadena larga (Roher et al., 2002) y se ha observado que el palmitato, que

es un ácido graso saturado, induce cambios parecidos a los que suceden en el Alzheimer

en cultivos neuronales primarios de rata. Estos efectos son mediados por las ceramidas

producidas  a  través  de  la  palmitoiltransferasa  de  serina  (SPT)  que  se  encuentra  en

astrocitos primarios de rata (Patil and Chan, 2005; Patil et al., 2007) y que se ha observado

incrementada en el cerebro de pacientes con Alzheimer. La supresión de la SPT disminuye

la  expresión  de  Aβ,  mientras  que  su  sobreexpresión  incrementa  la  Aβ  de  astrocitos

primarios que expresan la APP humana con la mutación sueca (Geekiyanage and Chan,

2011). Además, se sabe que las ceramidas incrementan la producción de Aβ a través de la

estabilización postraduccional de BACE-1 (Puglielli et al. 2003). Se ha postulado que el Aβ y

34



las ceramidas se encuentran en balance bajo condiciones fisiológicas, y que dicho balance

puede ser interrumpido bajo condiciones patológicas como en la EA, favoreciendo así la

formación  de  un  asa  de  retroalimentación  positiva.  Por  otro  lado,  la  elevación  de

esfingomielinasas (SMases) en cerebros de pacientes con EA, resulta en niveles bajos de

esfingomielina lo que promueve el procesamiento de APP por γ-secretasa, además de la

activación de BACE-1 dependiente de ceramidas (Grimm et al., 2012). 

Aunque sigue siendo controversial el papel del colesterol en la EA,  su importancia en

la patogénesis es evidente según lo reportado en los siguientes estudios: 1) los niveles

totales de colesterol y LDL en el suero correlacionan con la cantidad de Aβ en cerebros de

pacientes con EA (Kuo et al., 1998), 2) evidencia epidemiológica sugiere que los individuos

con  niveles  elevados  de  colesterol  durante  la  mediana  edad  tienden  a  desarrollar  la

patología  de  Alzheimer   (Kivipelto  et  al.,  2001),  3)  en  estudios  retrospectivos  se  ha

observado que algunos pacientes  tratados con estatinas,  inhibidores de la hidroximetil

glutaril- coenzima A (HMG) reductasa, para bajar los niveles de colestrol, muestran una

reducción significativa en la prevalencia e incidencia de EA (Jick et al., 2000; Wolozin et al.,

2000).  En  apoyo  a  estos  trabajos,  se  ha  observado  que  dietas  altas  en  colesterol

incrementan la formación de placas amiloideas en conejos y Aβ  en corteza cerebral de

ratas (Sparks et al., 1994; Mendoza-Oliva et al., 2015), mientras que en cerdos de guinea,

así como en ratones que son modelos transgénicos de EA, el tratamiento con drogas que

reducen el colesterol, disminuyen marcadamente los depósitos de Aβ, demostrando una

correlación positiva entre los niveles plasmáticos de colesterol y la cantidad de Aβ cerebral

(Fassbender et al., 2001; Refolo et al., 2001). Estudios en cultivos celulares y experimentos

en animales, han demostrado que la alteración en la distribución subcelular del colesterol

puede  modular  el  procesamiento  de  la  APP.  Además,  tanto  el  Aβ  secretado  como  el

intracelular  está  disminuido  en  neuronas  cuando  el  transporte  de  colesterol  de  los

organelos endocíticos tardíos al retículo endoplásmico es bloqueado (Runz et al., 2002).

Aunado a lo anterior, se ha encontrado una asociación positiva entre polimorfismos de

ApoE y la enfermedad de Alzheimer, y se ha observado que en cerebros de pacientes se

expresan ampliamente los receptores a esta apolipoproteína. Se conoce que los individuos

homócigos para el alelo ApoE ε4 tienen entre el 50-90% más probabilidad de desarrollar la
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enfermedad entre los 60 y 70 años de edad, en comparación con aquellos que poseen el

alelo ε2 y ε3 (Puglielli et al., 2003; Evans et al., 2004; Bu, 2009; Kim et al., 2009; Martins et

al., 2009; Schipper, 2011). Además, se ha observado que el genotipo ApoE ε4, más que el

ApoE ε3, aumenta la producción de Aβ y la formación de fibrillas tanto in vitro como en

ratones transgénicos y que ApoE ε4 sinergiza la toxicidad de Aβ (Holtzman et al., 2000;

Carter et al., 2001; Ji et al., 2002; Ye et al., 2005).

Mediante  el  uso del  ratón transgénico EFAD-Tg,  el  cual  expresa la ApoE humana y

sobreexpresa el  Aβ a la edad de dos meses vía  cinco mutaciones características de la

enferemedad de Alzheimer familiar (FAD), se ha encontrado que entre los 2 a 6 meses de

edad  la  formación  de  placas  amiloideas  compactas  es  mayor  en  los  ratones  E4FAD

(expresan la ApoE ε4), mientras que los ratones E2FAD y E3FAD presentan placas difusas a

la misma edad (Youmans et al., 2012). Por otro lado, en cerebros de pacientes con EA la

ApoE colocaliza con el colesterol y la Aβ fibrilar en las placas seniles (Burns et al., 2003). 

También se ha observado que el colesterol puede ser oxidado generando productos

como los oxiesteroles, que han sido implicados en la enfermedad de Alzheimer (Dias et al.,

2014).  En líquido cefaloraquídeo y circulación periférica de pacientes con EA en etapas

tempranas, se han encontrado niveles altos de 24-OH comparados con sujetos normales,

sugiriendo un incremento en la conversión de colesterol en el cerebro durante los cambios

neurodegenerativos propios de la enfermedad (Lütjohann et al., 2000; Papassotiropoulos

et al., 2002; Kölsch et al., 2004). De manera contraria, los niveles plasmáticos del 24-OH en

pacientes con EA en etapas tardías se encuentran disminuídos, sugiriendo que la tasa de

transporte del colesterol baja conforme la enfermedad avanza (Bretillon etal., 2000; Kölsch

etal., 2004). Más aún, en cerebros de pacientes con EA y en ratones viejos que expresan la

mutación sueca de APP, se ha encontrado una disminución en los niveles de 24-OH y un

aumento en el 27-OH (Heverin etal., 2004). De esta manera, la conversión de colesterol a

24-OH ha sido considerada como protectora para el cerebro, ya que regula la homeostasis

del  colesterol,  favorece  su  flujo  fuera  del  cerebro  y  previene  la  generación  de  Aβ

(Björkhem  et  al.,  2009).  Por  otro  lado,  estudios  en  células  de  neuroblastoma  han

detectado que el 24-OH favorece la vía no amiloidogénica, mientras que el 27-OH estimula

la vía amiloidogénica promoviendo la producción de Aβ así como la hiperfosforilación de
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tau (Bu, 2009; Prasanthi et al., 2009; Marwarha et al., 2010). Se ha observado en estudios

in vitro que el 24-OH reduce la producción del Aβ a través de regular a la baja el tráfico de

la  APP  (Urano  et  al.,  2013).  Experimentos  con  células  SH-SY5Y  incubadas  con  27-OH

demuestran  su  efecto  en  el  aumento  de  los  niveles  de  Aβ42,  APP  y  BACE-1.  Por  el

contrario, el tratamiento con 24-OH incrementa los niveles de sAPPα favoreciendo la vía

no amiloidogénica (Prasanthi  et  al.,  2009).  La toxicidad del  27-OH ha sido demostrada

también  en  astrocitos  C6  y  se  ha  observado  que  incrementa  los  niveles  de  especies

reactivas de oxígeno (ROS) y disminuye los sistemas de defensa antioxidante afectando la

viabilidad celular (Gamba et al., 2011). Además del 24-OH y el 27-OH, se han identificado

otros oxiesteroles que están implicados en EA com el 7β-hidroxicolesterol (7β-OH) que se

ha  propuesto  interacciona  con  APP  y  Aβ (Nelson  and  Alkon,  2005).  En  cerebros  de

pacientes con EA se han identificado también a los oxiesteroles: 7α-hidroxicolesterol (7α-

OH),  4β-hidroxicolesterol  (4β-OH),  5α,  6α-  y  5β,  6β-epoxicolesterol  (α-  y  β-EPOX)  y  7-

cetocolesterol (7-K) (Hascalovici et al., 2009). En hipocampos de ratas donde hay presencia

de gliosis e inflamación, después de un daño excitotóxico, se han detectado incrementos

en los niveles de 24-OH, 7-K y β-EPOX (He et al., 2006; Kim et al., 2010). Se ha sugerido

también que el 7β-OH fomenta el rearreglo de la membrana favoreciendo la formación de

balsas lipídicas (Wang et al., 2008; Mitomo et al., 2009).

Más  aún, se  ha  propuesto  que  tanto  el  fragmento  C-99  como  la  APP  tienen  la

capacidad  de  unir  colesterol  específicamente,  sugiriendo  al  colesterol  como  un  factor

importante en el tráfico de la APP hacia las balsas lipídicas y posiblemente modulando el

corte por la  β- y/o  γ-secretasa. La observación de que C-99 tiene la propiedad de unir

colesterol, ha hecho pensar que una de las funciones de APP es la de un sensor/receptor

de colesterol que regula la toma de colesterol bajo ciertas condiciones de composición de

la  membrana  lipídica  (Beel  et  al.,  2008).  A  través  de  diferentes  técnicas,  como  la

resonancia  magnética  nuclear,  la  espectroscopía  de  resonancia  paramagnética  de

electrones y la tritiación se ha demostrado que en el dominio TMD del fragmento C-99 se

encuentra  el  sitio de  unión  de  colesterol  y  se  ha  propuesto  que  para  esta  unión son

necesarias las glicinas G700 y G704 localizadas en tándem en motivos GXXXG (Barrett et al.,

2012; Song et al., 2013) que se sabe median las interacciones hélice-hélice del TMD con la
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membrana (Brosig and Langosch, 1998; Russ and Engelman, 2000; Senes et al., 2004). En

un sistema de células neuronales, las mutaciones en los residuos de glicina G29 y G33  del

motivo  GXXXG  atenúan  gradualmente  la  dimerización  del  TDM,  reduciendo

específicamente la formación de Aβ42 y no afectando los niveles de Aβ40. Sin embargo, se

ven aumentados los niveles de Aβ38 y otras especies cortas de Aβ (Munter et al., 2007).

Por otro lado, varios grupos de investigación han evidenciado la implicación de las

balsas lipídicas, y por ende al colesterol, en el procesamiento amiloidogénico de la APP. Se

ha  encontrado  que  el  colesterol  tiene  efecto  en  la  glicosilación  de  la  APP  tanto  en

neuronas como en astrocitos,  de manera tal  que una gran cantidad de APP inmadura

alcanza la membrana pero no está disponible para ser cortada por la α-secretasa y decae

la  producción  del  fragmento  soluble  sAPPα (Galbete  et  al.,  2000).  Más  aun,  se  ha

observado que tanto β como γ-secretasa se encuentran en microdominios membranales

insolubles en detergentes no iónicos y con alto contenido de colesterol y esfingolípidos, lo

cual sugiere la presencia de estas enzimas en balsas lipídicas (Koo et al., 1994; Riddell et

al., 2001; Wahrle et al., 2002; Ehehalt et al., 2003; Golub et al., 2004; Kawarabayashi et al.,

2004; Lucero et al., 2004; Vetrivel et al., 2004). A pesar de que pequeñas porciones de APP

se encuentran asociadas con las balsas lipídicas, la mayor generación de Aβ ocurre en

ellas.  Un estudio reciente  propone que el  incremento local  de  colesterol  promueve la

agregación  de  APP  y  BACE-1  en  balsas  lipídicas  y  una  rápida  endocitosis.  Usando  las

técnicas  de  FLIM-FRET y  TIRF  se  demostró  que  la  exposición  de  menos  de 10  min  al

colesterol incrementa selectivamente la proximidad de APP y BACE-1 en la membrana y

relocaliza  a  APP  en  las  balsas  lipídicas,  mientras  que  con  la  exposición  prolongada  al

colesterol se encuentra a BACE-1 y APP en proximidad pero de manera intracelular. Este

trabajo  demuestra  que  el  colesterol  no  incrementa  la  producción  de  Aβ teniendo  un

impacto directo en la actividad catalítica de BACE-1 sino que altera la accesibilidad de

BACE-1  a  su  sustrato,  APP.  Estos  cambios  en  la  accesibilidad  son  mediados  por  su

agregación en balsas lipídicas seguida de una rápida endocitosis (Marquer et al., 2011). 

En cuanto a los esfingolípidos, los cuales son componentes de las balsas lipídicas,

se  ha observado que GM1 está incrementado en pacientes  con EA (Svennerholm and

Gottfries,  1994).  Se  ha  encontrado  que  tanto  GM1  como  GM2 se  localizan  en  balsas
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lipídicas en la corteza temporal y frontal de cerebros con EA (Molander-Melin et al. 2005) y

en  células  SH-SY5Y,  el  tratamiento  con  GM1  estimula  la  producción  de  Aβ por  la  γ-

secretasa y disminuye a la  α-secretasa promoviendo el procesamiento de APP por la vía

amiloidogénica (Zha et al., 2004). De manera contraria, la inhibición farmacológica de la

síntesis de gangliósidos, mediante la inhibición de la enzima glucosilceramida, resulta en la

reducción de Aβ y sAPPβ, y el incremento de sAPPα (Tamboli et al., 2005). También se ha

observado que el GM1 posee una gran afinidad por Aβ (Ariga et al. 2001), promoviendo

cambios conformacionales que conducen a la formación de fibrillas (Choo-Smith et al.,

1997; Okada et al. 2007). Asimismo, se ha detectado que el GM1 se une a Aβ en las placas

amiloideas (Hayashi et al., 2004) sugiriendo su incidencia en la formación de los agregados

de Aβ.

1.2.3.2 Estrés Oxidante

 Las Especies Reactivas de Oxígeno (ROS)

Los radicales libres pueden ser definidos como átomos o moléculas con uno o más

electrones desapareados en alguno de sus orbitales electrónicos que le dan su capacidad

reactiva.   Los  radicales libres que provienen del  oxígeno forman parte de las especies

reactivas de oxígeno (ROS) y son ubicuas, altamente reactivas, de tiempo de vida media

muy  corto,  se  producen  en  el  metabolismo  del  oxígeno  en  los  sistemas  biológicos

aeróbicos y reaccionan con las moléculas que se encuentran a su alrededor empezando

con aquellas que se encuentran muy cercanas a su sitio de formación. Las ROS incluyen al

radical  superóxido  (O2•),  al  radical  hidroxilo  (OH•)  y  al  peróxido  de  hidrógeno  (H2O2)

(Fig.14), además de las especies reactivas de nitrógeno (RNS), que son consideradas ROS

debido a que poseen tanto átomos de oxígeno como de nitrógeno. Las RNS incluyen al

óxido nítrico (NO) y al  radical  peroxinitrito  (ONOO•).  Tanto las ROS como las RNS son

necesarias a bajas concentraciones para modular diversos procesos fisiológicos como la

señalización  intracelular,  la  diferenciación,  el  control  del  ciclo  celular,  la  apoptosis,  la

respuesta del sistema inmune y la defensa contra los microorganismos. Los niveles altos de

estas  especies  reactivas  pueden  producir  daños  a  las  células.  Sin  embargo,  existen

sistemas antioxidantes de defensa que están compuestos por enzimas antioxidantes entre
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las que se encuentran la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa (GPx),  la

catalasa (CAT) (Fig. 14) y otros no enzimáticos como el ácido ascórbico (vitamina C), el α-

Tocoferol  (vitamina  E),  el  glutatión  reducido  (GSH),  los  carotenoides  y  los  flavonoides

(Moreira et al., 2005; Li et al., 2013).

Figura  14.  ROS  y  antioxidantes. Formación  de  ROS  a  partir  del  oxígeno  y  enzimas  antioxidantes  que
participan en cada paso.

Cuando existe una pérdida del balance entre las ROS y los sistemas antioxidantes, se

presenta el estrés oxidante que está dado por un aumento en la producción de ROS y/o la

disminución de las enzimas antioxidantes.  La formación de ROS puede ser incrementada

por diferentes factores como la radiación electromagnética UV, la exposición a herbicidas,

temperaturas  extremas,  cierto  tipo  de  toxinas,  contaminantes  ambientales,  metales,

xenobióticos y diversas moléculas que median eventos de inflamación. 

Las  fuentes  de  ROS  tanto  extracelulares  como  intracelulares  pueden  modular  la

expresión  de  genes.  Por  ejemplo,  la  acción  directa  de  la  señalización  por  H2O2 en  la

regulación diferencial de genes antioxidantes es debida a las interacciones proteína-DNA

en la región del elemento de respuesta antioxidante (ARE; TGACTCA), NF-κB y el elemento

de respuesta al ácido abscísico (ACGT) en los promotores de los genes. Se sabe que al

incrementarse la producción de H2O2 se puede activar a la proteína NF-κB, mediante la

forma activa de la proteína Rho que es una GTPasa que responde a la modificación del

estado redox celular. Además, se ha observado que dosis bajas de H2O2 inducen cambios

en la fosforilación de proteínas reguladoras de vías de señalización como la proteína cinasa

B o Akt.
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El estrés oxidante es uno de los eventos principales asociado con el daño celular y está

estrechamente  relacionado  con  el  envejecimiento  y  la  progresión  de  algunas

enfermedades como la enfermedad de Alzheimer.

 Estrés oxidante y vía amiloidogénica

Se sabe que el cerebro es vulnerable al estrés oxidante debido al  alto consumo de

oxígeno que requiere (utiliza alrededor del 25% del oxígeno respirado) y a los niveles altos

de  ácidos  grasos  polinsaturados,  además  de  que  es  un  órgano en  donde  las  enzimas

antioxidantes se encuentran en menor medida comparadas con otros órganos del cuerpo

(Ansari  and  Scheff,  2010;  Mazzetti  et  al.,  2015).  Las  neuronas  son  las  células  más

vulnerables a la sobreproducción de ROS y RNS, y su sobrevivencia depende de la acción

antioxidante de los astrocitos a través de la liberación de glutatión (Shih et al., 2003).

Se conoce que el estrés oxidante incrementa con la edad a través de variaciones en la

generación de ROS,  su eliminación o ambos (Barja,  2004; Abd El Mohsen et al.,  2005;

Rodrigues Siqueira et al., 2005; Reynolds et al., 2007; Smith et al., 2010). La hipótesis de

los  radicales  libres  plantea  que  el  envejecimiento  implica  la  acumulación  de  ROS

resultando en el daño a los componentes de la célula como el núcleo, el DNA mitocondrial,

las membranas y las proteínas citoplasmáticas (Harman, 1992).

En cuanto a las membranas lipídicas, el estrés oxidante promueve la peroxidación de

los lípidos. Esta modificación oxidativa de ácidos grasos induce el daño estructural de las

membranas y la generación de varios productos finales aldehídicos que tienen per se un

potencial oxidante que lleva a la alteración de funciones celulares. La lipoperoxidación es

frecuentemente  usada  como  marcador  oxidativo  y  se  ha  observado  se  encuentra

incrementada durante el envejecimiento (Keller and Mattson, 1998; Zhu et al., 2006). 

Se cree que el incremento en el estrés oxidante es un evento temprano en la patología

de EA (Nunomura et al.,  2001; Cutler et al.,  2004; Mariani etal.,  2005; Zhu etal.,  2005;

Reynolds et  al.,  2007; Smith et al.,  2010)  y puede contribuir  al  daño de la membrana

celular, a alteraciones en el citoesqueleto y a la muerte celular (Perry et al.,  2000). De

hecho, se ha propuesto que el estrés oxidante juega un papel importante en el desarrollo

de la enfermedad (Markesbery, 1997; Floyd, 1999; Moreira et al., 2005; Guglielmotto et
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al., 2010; Li et al., 2013), ya que se han encontrado incrementados marcadores de estrés

oxidante en cerebros de pacientes con EA (Nunomura et al., 2004; Mielke and Lyketsos,

2006; Sultana et al., 2008) y en modelos transgénicos de Alzheimer (Sultana et al., 2008;

Matsumura et al., 2015). 

En cuanto a la vía amiloidogénica, se ha observado que agentes oxidantes y productos

oxidativos incrementan la expresión de APP (Cheng and Trombetta, 2004; Patil et al., 2006)

y los niveles de Aβ intracelular y secretado en células neuronales y no neuronales como los

astrocitos (Misonou et al., 2000; Atwood et al.,  2003; Murray et al., 2007). A su vez, el

aumento  de  APP  y  Aβ ha  sido  asociado  con  efectos  perjudiciales  en  la  función  y

homeostasis  de  la  mitocondria  (Manczak  et  al.,  2006).  La  APP  afecta  el  metabolismo

energético de la mitocondria llevando a la producción de ROS (Anandatheerthavarada et

al.,  2003) y el Aβ puede entrar a la mitocondria induciendo la generación de radicales

libres,  la  interrupción  de  la  cadena  de  transporte  de  electrones,  el  aumento  en  la

permeabilidad de la mitocondria, la disminución de la actividad de la citocromo c oxidasa y

finalmente la disfunción mitocondrial (Mungarro-Menchaca et al., 2002; Du et al., 2010). 

Por otro lado,  se sabe que las ROS activan a las enzimas de la vía amiloidogénica,

acelerando la producción de Aβ (Tamagno et al.,  2008; Guglielmotto et  al.,  2010;).  La

expresión y actividad de BACE-1 se ha visto incrementada con el uso de oxidantes in vitro

(Tamagno  et  al.,  2002,  2003,  2005;  Kao  et  al.,  2004;  Tong  et  al.,  2005)  y  se  ha

correlacionado su actividad con marcadores oxidantes en tejido de cerebros de pacientes

con EA  esporádico   (Borghi  et  al.,  2007),  en  los  cuales  también  se  ha  demostrado el

aumento de la expresión de BACE-1 (Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002; Yang et

al.,  2003). Además,  existe una correlación entre la inducción de estrés oxidante con el

incremento del corte de APP por γ-secretasa (Minopoli et al., 2007) y la producción de Aβ

(Paola et al., 2000; Tamagno et al., 2002; Tong et al., 2005). De esta manera, el incremento

de la producción de ROS se ha propuesto actúa como un mediador de la pérdida sináptica

promoviendo la formación de placas seniles (Zhu et al., 2004; Kern and Behl, 2009). Sin

embargo,  aún  no  es  claro  si  el  estrés  oxidante  es  causa  o  consecuencia  de  la

neuropatología asociada con EA (Zhu et al., 2007; Bonda et al., 2010; Smith et al., 2010;

Luque-Contreras etal., 2014).
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1.3 Los astrocitos y la enfermedad de Alzheimer

La patología celular que presentan los astrocitos en el cerebro envejecido así como

su  papel  modulando  diversas  respuestas  del  cerebro  en  las  enfermedades

neurodegenerativas  son  aspectos  que  recientemente  han  comenzado  a  estudiarse.  En

años  recientes  se  ha  propuesto  que  la  desregulación  de  muchas  de  las  funciones

fisiológicas normales del astrocito en el cerebro, está implicada en el desarrollo de la EA.

Algunas de estas alteraciones se han asociado con cambios en la cerebrovasculatura, la

capacidad fagocítica,  la respuesta inflamatoria,  la señalización por calcio,  la captura de

neurotransmisores y el metabolismo de la APP por el propio astrocito (revisado en Avila-

Muñoz and Arias, 2014). 

Los  astrocitos  son  un  componente  esencial  de  la  barrera  hematoencefálica,

controlando el  flujo  sanguíneo y  la  permeabilidad  de  la  misma.  Durante  la  EA,  se  ha

observado que el depósito de la proteína amiloide en la microvasculatura cerebral obstuye

el flujo sanguíneo capilar, induce la acumulación de compuestos tóxicos y cambios en la

composición metabólica que finalmente llevan a la disfunción sináptica y neuronal. Estos

cambios  han  sido  asociados  con  la  alteración  en  las  funciones  de  los  astrocitos

principalmente a través de la modificación de la señalización por calcio.

Otra función importante es la captura y eliminación de Aβ a través de las enzimas

neprilisina (NEP), la enzima degradadora de la insulina (INE) y la metaloproteasa de matriz-

9  (MMP-9).  Recientemente  se  ha  reportado  que  la  NEP  se  encuentra  reducida  en

astrocitos provenientes de pacientes con EA y se ha sugerido que la capacidad de degradar

al péptido amiloide se encuentra disminuida durante la enfermedad, más que la capacidad

de  captura  del  Aβ  oligomérico  que  se  sabe  es  la  forma preferente  por  los  astrocitos

(revisado en Avila-Muñoz and Arias, 2014).

Uno de los procesos alterados en los astrocitos durante la EA es la comunicación

por  calcio.  Los  astrocitos  se  comunican  entre  ellos  y  con  las  neuronas  a  través  de

incrementos en la concentración de calcio intracelular, estos incrementos pueden regular

la actividad y sobrevivencia neuronal, y la expresión de genes en ambas células. Se sabe

que los astrocitos expuestos a Aβ exhiben transientes de calcio que resultan en el aumento
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de GFAP y S100β, la depleción de la glutatión en neuronas, la producción de ROS por los

astrocitos y la muerte neuronal (revisado en Avila-Muñoz and Arias, 2014).  

Como  se  mencionó,  los  astrocitos  también  juegan  un  papel  importante  en  la

captura de neurotransmisores como el glutamato, el cual es el neurotransmisor excitador

más importante y está involucrado en la transmisión y plasticidad sináptica, el crecimiento

y  diferenciación  neuronal,  y  el  aprendizaje  y  la  memoria.  Se  sabe  que  los  astrocitos

mantienen los niveles de glutamato por debajo de concentraciones tóxicas a través de

transportadores, ya que un aumento desregulado de este neurotransmisor puede llevar a

la muerte neuronal  por excitotoxicidad. Se ha observado que cuando crecen neuronas

corticales sin la presencia de astrocitos,  la vulnerabilidad de las neuronas al  glutamato

aumenta cien veces. Más aún, se ha encontrado que los astrocitos derivados de pacientes

con EA y de modelos transgénicos de la enfermedad poseen una capacidad disminuida en

la  captura  de  glutamato.  Uno  de  los  transportadores  de  glutamato  involucrado  es  el

GLT1/EAAT2, que en la EA presenta una reducción en su actividad y una correlación inversa

con la presencia de GFAP y la expresión del mRNA de APP (revisado en Avila-Muñoz and

Arias, 2014).  

Una de las hipótesis neuroquímicas para explicar los déficits cognitivos durante la

EA  es  la  hipótesis  del  déficit  colinérgico.  Los  receptores  de  acetilcolina  neuronales

(nAChRs) son miembros de una superfamilia de canales iónicos dependientes de ligando

que están involucrados en funciones fisiológicas como el aprendizaje y la memoria.  En

cuanto a los astrocitos, se ha observado que en cerebros de pacientes con EA esporádico y

familiar  existe  un  aumento  en  la  proporción  de  células  que  expresan  α7  nAChR  y  la

consiguiente alteración de la homesotasis de calcio y la producción de óxido nítrico.

Los  astrocitos  también  están  implicados  de  manera  muy  importante  en  la

regulación de la respuesta inflamatoria ante un daño. Se sabe que la inflamación crónica

contribuye  a  la  patogénesis  de  muchas  enfermedades  neurodegenerativas  como  el

Alzheimer y que el uso de agentes anti-inflamatorios, como las drogas anti-inflamatorias

no esteroideas (NSAIDs), tienen un efecto benéfico tanto en pacientes con EA como en

modelos transgénicos. Se ha propuesto que el mecanismo de estas drogas es a través de la

modulación de la actividad de la γ-secretasa o a través de interferir con la conformación de
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Aβ, evitando su agregación. Algunos de los mediadores inflamatorios, que se ha propuesto

son liberados por los astrocitos y la microglía durante la EA son las citocinas IL-1β, IL-6,

TNF-α y  TGF-β.  Se  han  observado niveles  incrementados  de  IL-1β  e  IL-6  en  tejido  de

cerebro de pecientes con EA, y su presencia en suero y en líquido cefaloraquídeo incluso

antes de la aparición o aumento de Aβ y tau hiperfosforilada. Los niveles de IL-6, TNF-α, IL-

10  e  IL-13  en  plasma  se  han  correlacionado  inversamente  con  el  volúmen  total  del

cerebro, el volumen ventricular y el volumen de la corteza entorrinal en EA (revisado en

Avila-Muñoz and Arias, 2014). 

La  activación  de  los  astrocitos  ha  sido  atribuida  a  la  patogénesis  de  varias

enfermedades  neurodegenerativas  incluyendo  la  enfermedad  de  Alzheimer  (Sidoryk-

Wegizynowicz  et  al.,  2011).  Se  sabe  que  en  muestras  provenientes  de  humanos,  un

incremento  en  la  gliosis  reactiva  parece  preceder  el  desarrollo  de  las  lesiones

características de la EA (Wharton et al., 2009). En esta enfermedad, la astrogliosis tiende a

ser focal de manera tal, que los astrocitos se encuentran cercanos a las placas amiloideas o

a los depósitos difusos rodeándolos con capas densas de procesos formando pequeñas

cicatrices  (Thal  et  al.,  2000;  Nagele  et  al.,  2004).  Estudios  recientes  indican  que  el

procesamiento  de  la  APP,  aparentemente  no  solo  ocurre  en  neuronas  sino  que  los

astrocitos pueden ser una fuente celular de Aβ ya que expresan tanto a la proteína APP,

como a BACE-1 y a la γ-secretasa que son necesarias para que se lleve a cabo el corte

proteolítico de la APP en la vía amiloidogénica.  Se sabe que  los astrocitos activos que

rodean a las placas amiloideas, tanto en pacientes con EA como en modelos transgénicos

de la enfermedad, expresan BACE-1 y se ha encontrado que estas células son capaces de

aumentar los niveles de Aβ. (Busciglio et al., 1993; Diehlmann et al., 1999; Miake et al.,

1999;  Young et  al.,  1999;  RoBner  et  al.,  2001;  Burton et  al.,  2002;  Uryu  et  al.,  2002;

Hartlage-Rubsamen et al., 2003; RoBner et al.,  2005; Nadler et al., 2008; Dal Prà et al.,

2011).  Más  aún,  se  ha  demostrado  que  los  astrocitos  activados  por  diferentes

combinaciones  de citocinas  proinflamatorias  muestran  un aumento de BACE-1 y  de la

producción  de Aβ.  En  células  de  astrocitoma U373,  la  inducción  de BACE-1 por  IFN-γ

depende de la vía de señalización de JAK2 y ERK1/2, que promueven la fosforilación de

STAT1 que se une a la región promotora de BACE-1 modulando su expresión. Sin embargo,

45



existen trabajos en donde el tratamiento con citocinas no aumenta BACE-1 y proponen

que la actividad de β-secretasa está dada por la proteína homóloga BACE-2. Más aún, se

ha reportado que la IL-1β incrementa la expresión de APP y exacerba la fosforilación de

tau a través de la vía de señalización de p38 MAPK. En cultivos primarios de astrocitos y en

líneas celulares de astrocitoma se ha observado que la estimulación con las combinaciones

de IFN-γ y TNF-α o IFN-γ e IL-1β aumenta de manera significativa la producción de Aβ40 y

Aβ42 (revisado en Avila-Muñoz and Arias, 2014). Por otro lado, los ácidos grasos saturados

como el ácido palmítico promueve la liberación de TNF-α e IL-6 por los astrocitos. Se ha

observado  que  la  inhibición  de  las  vías  de  p38  o  MAPK  previene  sus  efectos  pro-

inflamatorios, mientras que la inhibición de JNK y PI3K no afecta la liberación de citocinas

inducida por  el ácido graso (Gupta et al., 2012). Cuando se utiliza medio condicionado

proveniente de astrocitos tratados con palmitato, se ha determinado que se incrementan

significativamente los niveles de BACE-1 y de Aβ en neuronas primarias corticales de rata.

La síntesis de novo de ceramidas producidas por astrocitos, después del tratamiento con

palmitato, media estos incrementos a través de la liberación de TNF-α e IL-1β (Ptil and

Chan, 2005; Patil et al., 2006, 2007; Liu et al., 2013) y se ha propuesto que las ceramidas

estabilizan traduccionalmente a BACE-1 para promover la biogénesis de Aβ en células de

neuroglioma de humano (Puglielli et al., 2003; Ko and Puglielli, 2009). 

En cuanto al colesterol, se ha propuesto que al igual que en las neuronas, tiene

efecto en la producción de Aβ en astrocitos.  En astrocitos HTB-15 se demostró que la

exposición al colesterol inhibe a sAPPα y reduce la viabilidad celular, mientras que el uso

de  lovastatina,  que  es  una  estatina  que  inhibe  la  síntesis  de  colesterol,  aumenta  el

procesamiento de APP por  α-secretasa favoreciendo la vía no amiloidogénica (Xiu et al.,

2006). Más aún, se ha observado que en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC), que

muestra  similitudes  con  la  enfermedad  de  Alzheimer  en  los  niveles  elevados  de  Aβ,

existen  astrocitos reactivos que expresan altos niveles de APP, BACE-1 y γ-secretasa. Esta

enfermedad  se  caracteriza  por  la  acumulación  intracelular  de  colesterol  y

glucoesfingolípidos en muchos tejidos incluyendo el cerebro (Kodam et al., 2010). 

Por  otro  lado,  se  ha  demostrado  que  los  oligómeros  de  Aβ40  y  Aβ42  inducen

modificaciones en la señalización por calcio en astrocitos, y que esto depende del alto
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contenido  de  colesterol  en  la  membrana.   La  señalización  por  calcio  inducida  en  los

astrocitos por el Aβ estimula a la NADPH oxidasa, lo cual promueve la producción de ROS y

la modulación de los niveles de GSH (Angelova and Abramov, 2014). El Aβ al unirse con

cobre actúa parecido a una metaloenzima y es capaz de promover un estado de estrés

oxidante  produciendo directamente  H2O2 del  colesterol  que  funciona como un agente

reductor (Opazo et al., 2002). Además, el Aβ induce a través de su actividad oxidante sobre

el colesterol, la producción de 7β-hidroxicolesterol que es un oxiesterol sumamente tóxico

(Nelson and Alkon, 2005; Vaya and Schipper, 2007). El estrés oxidante ha sido asociado con

eventos de neuroinflamación y se ha encontrado que existe un círculo vicioso que conecta

al estrés oxidante con la inflamación en la enfermedad de Alzheimer (Rosales-Corral et al.,

2010; Quintanilla et al., 2012; Joshi and Praticò, 2015). Se ha observado que durante la

neurodegeneración,  el  estado  redox  modula  a  moléculas  inflamatorias  que  están

involucradas en procesos de señalización y que a su vez son mediadores críticos del estrés

oxidante y la inflamación (Mrak and Griffin, 2005; Kierdorf et al., 2010). En cuanto a los

astrocitos,  el  estrés  oxidante  induce  su  activación  y  el  aumento  en  la  producción  de

citocinas que sucesivamente llevan a la liberación de más ROS que finalmente exacerban el

daño neuronal y pueden afectar el procesamiento amiloidogénico (Block et al., 2007).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los factores importantes en el desarrollo de la EA es la sobreproducción de

Aβ. Diversos estudios han encontrado una correlación entre el aumento de los niveles de
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colesterol y el incremento en el procesamiento de la APP en balsas lipídicas en neuronas, y

una  asociación  entre  las  placas  amiloideas  y  la  presencia  de  astrocitos  reactivos.  Sin

embargo,  hasta  el  momento  no  se  ha  caracterizado  el  papel  de  los  astrocitos  en  el

procesamiento amiloidogénico de la APP ni si  este procesamiento es modificado por el

contenido de colesterol similar a lo que ocurre en neuronas. 

3. HIPÓTESIS

El  incremento  en  los  niveles  de  colesterol  favorecerá  el  procesamiento

amiloidogénico de la APP, a través de promover su asociación con BACE-1 en astrocitos. 

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
• Determinar el papel del colesterol en el contenido y procesamiento de la APP y su 

localización en balsas lipídicas en astrocitos primarios. 

4.2 Objetivos particulares

• Establecer la presencia de los elementos de la vía amiloidogénica (APP y BACE-1) en

cultivos primarios de astrocitos.

• Analizar  el  efecto  del  colesterol  en  el  contenido  y  procesamiento  de  la  APP,

analizando  los  fragmentos  proteolíticos  generados  a  través  de  la  vía  no

amiloidogénica (sAPPα y C-83) y de la amiloidogénica (sAPPβ,  C-99, Aβ1-42 y Aβ1-

40).

•  Evaluar el efecto del colesterol en la asociación entre APP y BACE-1.

•  Evaluar la asociación de APP con BACE-1 y si  es modificada por el  contenido de

colesterol.

• Determinar un posible mecanismo por el cual el colesterol promueva el metabolismo

amiloidogénico en astrocitos.

5. MATERIALES Y MÉTODOS

5.1 Materiales y reactivos
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Basal  Eagle’s  médium  (SIGMA-Aldrich),  glutamina  (Gibco),  penicilina-estreptomicina

(Gibco),  suero fetal bovino (Byproductos), malla de nylon de 60µm de poro (Millipore),

DNAsa I (Invitrogene), inhibidor de tripsina (Gibco), colesterol (SIGMA-Aldrich), lovastatina

(Calbiochem), Euk-134 (SIGMA- Adrich), filipina III (SIGMA-Aldrich), Bio-Rad DCTM protein

assay  kit  (Bio-Rad),  A-agarosa  (Millipore),  anticuerpo  contra  GFAP  (Dako),  anticuerpo

contra NeuN (Millipore), anticuerpo contra APP 22C11 (Millipore), anticuerpo contra APP

A4  (I-17)  (Santa  Cruz  Biotechnology),  anticuerpo  contra  APP  (EPR5118)  (abcam),

anticuerpo  contra  BACE-1  (Cell  Signaling),  anticuerpo  contra  β-actina  (SIGMA-Aldrich),

anticuerpo goat anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo goat anti-rabbit (Santa

Cruz Biotechnology), anticuerpo chicken anti-goat (Chemicon), anticuerpo goat anti-rabbit

Alexa 546 (Invitrogen), anticuerpo  donkey anti-mouse Alexa 488 (Invitrogen), anticuerpo

goat anti-rabbit Alexa 488 (Invitrogen), fluorescent mounting médium (Dako), membranas

de nitrocelulosa AmershamTM HybondTM-ECL (GE Healthcare), kit de quimioluminiscencia

ImmobilonTM Western Chemiluminescent  HRP Substrate  (Millipore),  placas  para revelar

BioMax Light Films (Kodak), kit de ELISA para Aβ42 (Invitrogen), kit de ELISA para Aβ40

(Invitrogen),  dihidroetidio  (SIGMA-Aldrich),  dihidrorhodamina  123  (SIGMA-Aldrich),

subunidad  β de la toxina del cólera (CTB) (Invitrogen), microscopio confocal Zeiss LSM5

(Carl Zeiss), microscopio DSU BX51 WI (Olympus), microscopio invertido IX71 (Olympus),

software  de  análisis  de  imágenes  ImageJ  versión  1.42q  (Wayne  Rasband,  National

Institutes  of  Health,  software  de  estadística  GraphPad  Prism  versión  4.00  (GraphPad

Software, Inc)   

5.2 Cultivo primario de astrocitos

El  cultivo primario de astrocitos  fue  obtenido de  ratas  Wistar  de  dos  días  de nacidas

(Morán and Patel,  1989).  Las  ratas  fueron sacrificadas  a  los  dos  días  de  nacidas  y  se

obtuvieron los cerebros, a los cuales se les realizó disección fina para la obtención de la

corteza cerebral. Las cortezas se colocaron en una caja Petri con 10 ml de Solución 1: 45 ml

de solución Krebs (120.3 mM NaCl, 4.82 mM KCl, 1.21 mM KH2PO4, 25.47 mM NaHCO3,

14.3 mM glucosa, 0.015 gr rojo fenol), 400 µl de MgSO4 al 3.8%, 5 ml de H2O bidestilada y

150 mg de BSA (albúmina de suero bovino). Una vez obtenidas las cortezas, se limpiaron

quitando con cuidado las meninges y vasos sanguíneos, y en una caja Petri de 35 mm
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fueron trituradas con un bisturí. Posteriormente, se depositó el tejido en un tubo con 10

ml de la Solución 1 y se centrifugó a 1000 rpm por un minuto, eliminando el sobrenadante.

Se filtraron 6ml  de  Solución 2:  6.25 ml  de Solución 1  más 1.6 mg de tripsina (Sigma-

Aldrich); y se dejó incubando el tejido a 37°C por 8 min. Después de la incubación, se

filtraron 6 ml de Solución 4: 5.6 ml de Solución 1 más 1 ml de Solución 3; y se centrifugó

nuevamente a 1000 rpm por un minuto, eliminando posteriormente el sobrenadante. Una

vez eliminado el sobrenadante, se filtraron 2 ml de Solución 3: 4.9 ml de Solución 1, 0.8 µl

de DNAsa I, 40 µl de MgSO4 al 3.8% y 5.2 mg de inhibidor de tripsina. El tejido se disoció

hasta que se observó una suspensión homogénea, la cual se pasó a través de una jeringa

con malla de nylon de 60µm de poro. El filtrado se recuperó y depositó en un tubo con

Solución 5: 5 ml de Solución 1, 30 µl de MgSO4, y 6 µl de CaCl2. Se centrifugó a 1000 rpm

por 6 min y se retiró el  sobrenadante.  El  pellet  fue disuelto en medio de cultivo para

astrocitos (Basal Medium Eagle con sales de Earle, 33 mM de glucosa, 2 mM de glutamina

y 10% de suero fetal bovino). Finalmente, las células fueron sembradas en cajas Petri y se

dejaron crecer por 12 días a 37°C en 5% de CO2  en atmósfera humidificada. Después de

este lapso se cambió el medio por medio fresco cada tres días hasta que alcanzaran la

confluencia deseada (~70%) para someterlas a los diferentes tratamientos.

La pureza del  cultivo fue >90% y fue verificada por inmunofluorescencia usando como

marcador  de  astrocitos  a  la  proteína  acídica  fibrilar  glial  (GFAP)  y  como marcador  de

neuronas a la proteína nuclear neuronal (NeuN)

5.3 Tratamientos

Dos horas antes de aplicar los tratamientos, se realizó el cambio de medio a los cultivos

por medio fresco con o sin suero. Pasado este tiempo, se adicionó al medio: (1) colesterol

[25 ó 50 µM] por 48 h ó lovastatina (inhibidor de la síntesis de colesterol) [10 µM] por 24 o

48 h, (2) colesterol [25 ó 50 µM] por 48h con y sin el antioxidante Euk-134 (con actividad

de SOD y catalasa) [25 μM] por 24 h y (3) H2O2 [25 μM] por 2 h. El colesterol fue disuelto

en  etanol  (a  una  concentración  final  de  0.3%)  y  añadido  a  los  cultivos.  Los  cultivos

controles fueron expuestos al vehículo (0.3% de etanol) y el colesterol total fue usado a

una concentración final de 132.33 μM en el cultivo. El colesterol añadido exógenamente

[25 o 50 μM] incrementó el colesterol total en un 30 y 60% respectivamente. El colesterol
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fue medido por el método de Amplex Red Cholesterol Assay Kit que permite la detección

de colesterol libre y ésteres de colesterol. Este método se basa en reacciones enzimáticas,

donde los ésteres de colesterol son hidrolizados por la colesterol esterasa para dar lugar al

colesterol que posteriormente es oxidado por la colesterol oxidasa generando H2O2, que al

reaccionar con el reactivo Amplex Red produce el compuesto resorufina que puede ser

detectado  mediante  fluorescencia.  Una  vez  terminado  el  tiempo  de  incubación  con

colesterol, se retiró el medio y se conservó a -80°C para posteriormente realizar el ensayo

de ELISA y para la detección de sAPPα y sAPPβ por Western blot. Las células se lavaron una

vez con PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4O, 2 mM KH2PO4O, pH 7.4) y se

les agregó buffer de lisis (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% doxicolato de

sodio,  inhibidor  de  proteasas)  para  después  someterlas  a  Western  blot  o  co-

inmunoprecipitación.

5.4 Tinción de colesterol

Para detectar la incorporación del colesterol a los astrocitos se utilizó la tinción con Filipina

III que une específicamente colesterol no esterificado (Börnig and Geyer, 1974). Las células

se dejaron crecer en un cubreobjetos en cajas de 24 pozos. Una vez que las células fueron

tratadas, se lavaron tres veces en PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4O, 2

mM  KH2PO4O,  pH  7.4)  y  se  fijaron  con  paraformaldehído  al  4%  en  PB  0.1M  (0.1  M

NaH2PO4●H2O, 0.1 M NaHPO4,  pH 7.4) por  5 min.  Posteriormente fueron bloqueadas y

permeabilizadas en PBS 1X con 0.2% de Triton X-100 y se incubaron en obscuridad con 100

ng/ml de Filipina III en PBS 1X por 2 h. Al terminar la incubación, las células fueron lavadas

por  10  min  tres  veces  en  PBS  1X  y  se  observaron  en  el  microscopio  invertido  con

magnificaciones de 20 y 40X a 360 nm de exitación y 460 nm de emisión.

5.5 Detección de balsas lipídicas

Para detectar las balsas lipídicas en la mebrana, se utilizó el marcaje con la subunidad B de

la toxina del cólera (CTB) que se une al gangliósido de membrana GM1. Este gangliósido,

junto con el colesterol, es un componente esencial de las balsas lipídicas. Los astrocitos

fueron cultivados  en  cubreobjetos  en  cajas  de  12  pozos.  Posterior  al  tratamiento  con

colesterol 50 µM por 48 h, el medio fue removido y las células fueron tratadas con 1 µg/ml
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de CTB unido a  Alexa Fluor  555 (Blank  et  al.,  2007)  por  2  h  antes  de ser  fijadas  con

paraformaldehído 1%/PB 0.1 M (0.1 M NaH2PO4●H2O, 0.1 M NaHPO4, pH 7.4)  por 5 min.

Después de tres lavados con PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4O, 2 mM

KH2PO4O, pH 7.4) los astrocitos se incubaron con el marcador nuclear Höechst por 20 min

y fueron observados usando el microscopio confocal. 

5.6 Western blot  

Una vez tratadas o no, las células fueron lavadas con PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,

10 mM Na2HPO4O, 2 mM KH2PO4O, pH 7.4) y lisadas a 4°C con buffer de lisis (50 mM Tris-

HCl, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% doxicolato de sodio, inhibidor de proteasas).

Una vez obtenidos los lisados celulares, el contenido de proteína fue medido usando el

ensayo de Bio-Rad DCTM protein assay kit. Las muestras fueron sonicadas 10 seg tres veces

a 40 kHz y se les agregó la mitad del volumen de buffer de carga SDS 2X (125 mM Tris-HCl,

4% SDS, 20% glicerol, 2% ditiotreitol, 5% β-mercaptoetanol, pH 6.8). Posteriormente, se

calentaron  a  100°C  por  10  min,  se  corrieron  en  geles  SDS-PAGE  al  10,  12  ó  15%  de

poliacrilamida-tris-glicina  y  fueron  transferidas  electroforéticamente  a  membranas  de

nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas con buffer de bloqueo (5% leche libre de

grasa  ó  5% de  BSA,  0.1%  de  Tween en  TBS  1X:  2  mM Tris  base  y  13.7  mM NaCl)  a

temperatura ambiente por 1 h, seguido de tres lavados (TBS 1X-0.1% Tween) de 10 min

cada  uno.  Después  de  los  lavados,  las  membranas  fueron  incubadas  con  anticuerpos

primarios específicos para: APP total y sAPPα (APP 22C11) (1:1000), C-99 y C-83 (APP A4 (I-

17)), sAPPβ (APP (EPR5118)) (1:1000), BACE-1 (1:500),  GFAP (1:1000),  β-actina (1:1000)

toda la noche a 4°C o dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron tres

lavados y las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes

conjugados con peroxidasa de rábano (HRP): goat anti-mouse (1:5000),  goat anti-rabbit

(1:6000) o chicken anti-goat (1:20000) por 2 h a temperatura ambiente. Las proteínas se

detectaron usando el kit de quimioluminiscencia ImmobilonTM Western Chemiluminescent

HRP  Substrate  y  las  placas  de  autoradiografía  Kodak  BioMax  Light  Films.  Para  la

cuantificación relativa de la inmunoseñal, la intensidad de las bandas fue analizada con el

software ImageJ versión 1.42q.

52



5.7 Co-inmunoprecipitación

La co-inmunoprecipitación se llevó a acabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante

de  la  proteína  A-agarosa  con  algunas  modificaciones.  Una  vez  lisadas  las  células,  la

cantidad  de  proteína  se  determinó  con  el  kit  Bio-Rad  DCTM protein  assay  kit  y  se

prepararon lisados a una concentración de 1  μg/μl. Posteriormente, a 500  μg del lisado

celular se le añadió el anticuerpo primario contra APP 22C11 (10  μg/ml) y la mezcla fue

dejada en agitación suave toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo, se agregaron 100 μl de

la proteína A-agarosa para capturar el inmunocomplejo y se dejó 2 h a 4°C en agitación

suave. Las perlas de agarosa fueron colectadas por microcentrifugación a 14 000 xg por 5

seg y después lavadas tres veces con PBS 1X frío  (137 mM NaCl,  2.7 mM KCl,  10 mM

Na2HPO4O, 2  mM KH2PO4O, pH 7.4).  Una vez lavadas,  las  perlas  se  resuspendieron en

buffer  de  Laemmli  (125  mM  Tris-HCl,  4%  SDS,  20%  glicerol,  2%  ditiotreitol,  5%  β-

mercaptoetanol, pH 6.8) y fueron hervidas por 5 min. Finalmente las perlas se colectaron

nuevamente por  microcentrifugación y  mediante  SDS-PAGE e  inmunoblot  se detectó a

BACE-1.

5.8 Inmunofluorescencia

Los  astrocitos  fueron  crecidos  en  cubreobjetos  en  cajas  de  12  pozos.  Una  vez  que

alcanzaron el 70% de confluencia, se retiró el medio y fueron fijados con paraformaldehído

al 4% en 0.1 M de PB (0.1 M NaH2PO4●H2O, 0.1 M NaHPO4, pH 7.4) por 20 min sobre hielo.

Se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con PB 0.1 M más Tritón X-100 0.3% frío y

posteriormente las células fueron dejadas con solución de bloqueo (PB 0.1 M, Tritón X-100

0.3% y BSA 0.5%) toda la noche a 4°C o a temperatura ambiente por 2 h. Una vez realizado

el  bloqueo,  las  células  se  incubaron con el  anticuerpo primario:  GFAP (1:1000),  NeuN

(1:500), APP 22C11 (1:1000) ó BACE-1 (1:1000) en solución de bloqueo toda la noche a

4°C. Las células fueron lavadas dos veces por 3 min con PB 0.1 M/Tritón X-100 0.3% en

agitación lenta y después incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes:

goat anti-rabbit Alexa Flúor 546 (1:1000),  donkey anti-mouse Alexa Flúor 488 (1:1000),

goat anti rabbit Alexa Flúor 488 (1:1000) en solución de bloqueo por toda la noche a 4°C o

a temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente, las células se lavaron tres veces 3 min

con solución de lavado y se incubaron con Rojo radiante (1:1000) o Höechst (10 min y 20
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min respectivamente) para marcar el núcleo. Finalmente, las células fueron lavadas tres

veces 5 min cada vez y montadas en portaobjetos con medio de montaje fluorescente. Las

preparaciones  fueron  observadas  en  el  microscopio  confocal,  DSU  o  invertido.  La

reactividad cruzada fue excluida usando controles apropiados (células incubadas en las

mismas soluciones pero sin anticuerpos primarios).

5.9 ELISA de Aβ42 y Aβ40

Los péptidos Aβ42 y Aβ40 tanto secretados al medio de cultivo como intracelulares fueron

medidos mediante el ensayo de ELISA de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Los

astrocitos, una vez confluentes, fueron tratados o no con colesterol y el medio de cultivo

fue recolectado (para el Aβ secretado al medio) y sometido a centrifugación a 4500 rpm

por 5min para finalmente utilizar el  sobrenadante para la prueba de ELISA. Para el  Aβ

intracelular,  las células fueron levantadas con buffer de lisis (50 mM Tris-HCl,  150 mM

NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% doxicolato de sodio, inhibidor de proteasas). Posteriormente

se utilizó una caja de 96 pozos cubiertos con un anticuerpo específico para el fragmento

amino terminal del Aβ humano. Para la realización de la curva patrón de los péptidos Aβ42

y  Aβ40  se  utilizaron  diluciones  de  250,  125,  62.5,  31.25,  15.63,  7.81  y  0  pg/ml.  Las

muestras fueron diluidas a las concentraciones apropiadas para la prueba y añadidas a los

pozos correspondientes. Posteriormente se añadieron los anticuerpos contra Aβ42 ó Aβ40

y se dejaron en incubación por 3 h a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados y se

agregó  el  anticuerpo  secundario  rabbit  IgG  HRP  dejándolo  30  min.  Después  de  la

incubación,  se  agregó el  buffer  de  inactivación  y  la  absorbancia  de  cada muestra  fue

medida usando un espectofotómetro. Los niveles de los péptidos fueron normalizados con

respecto al total de proteína de cada lisado celular o medio. 

5.10 Medición de ROS por dihidroetidio
Los  astrocitos  fueron  cultivados  de  la  misma  manera  que  en  el  protocolo  para

inmunofluorescencia. Los tratamientos fueron dos: (1) 25 y 50 µM de colesterol por 48 h, y

(2) 25 y 50 µM de colesterol más 25 µM del antioxidante Euk-134 por 24 h. Después de los

tratamientos, el medio de cultivo fue retirado y las células fueron incubadas con 2 µM de

dihidroetidio por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente las células fueron fijadas
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con paraformaldehído 1% en PB 0.1 M (0.1 M NaH2PO4●H2O, 0.1 M NaHPO4, pH 7.4) por 5

min, lavadas tres veces con PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4O, 2 mM

KH2PO4O, pH 7.4) e incubadas con Höechst por 20 min.  Finalmente,  las células fueron

lavadas  tres  veces  con  PBS  1X  y  observadas  a  magnificaciones  5X  en  un  microscopio

invertido  a  535  nm  de  exitación  y  610  nm  de  emisión.  Como  control  positivo  de  la

formación de ROS, las células fueron tratadas con 25 μM de H2O2 por 2 h.

5.11 Medición de ROS por dihidrorodamina
La  producción  de  ROS  fue  determinada  con  el  ensayo  fluorométrico  que  emplea  la

dihidrorodamina 123 (DHR) (Lee et al., 2003), cuando la DHR es oxidada por H2O2 con la

presencia  de  peroxidasas,  se  produce  el  compuesto  fluorescente  rodamina  123  (RDH)

(Gomes et al., 2005). Los astrocitos fueron cultivados en cajas de 12 pozos y tratados con:

(1) 25 y 50 µM de colesterol por 48 h, y (2) 25 y 50 µM de colesterol más 25 µM de Euk-

134 por 24 h. Después de los tratamientos, las células fueron lavadas con 100 μl de PBS 1X

por pozo y posteriormente levantadas con 200 μl de solución de inhibidores de proteasas

(25 ml PBS 1X y una tableta del inhibidor de proteasas COMPLETE) por pozo. Una vez que

las células fueron resuspendidas, 100 μl del homogenado fue centrifugado a 1200 rpm por

5 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se agregó 180  μl del buffer A que contiene:

NaCl 140 mM, KCl 5 mM, MgSO4 0.8 mM, CaCl2 1.8 mM, glucosa 5 mM, HEPES 15 mM y 20

μl de DHR 1μM. El pellet se incubó a 37°C por 2 min. El producto RDH fue medido usando

un espectrofotómetro con el filtro de 505 nm.
 
5.12 Análisis Estadístico

La significancia estadística fue determinada por ANOVA de una vía y una prueba post hoc

mediante  el  software  GraphPad  Prism  4.  Al  menos,  tres  cultivos  independientes  de

astrocitos provenientes de un pool de 5 cortezas fueron analizados en cada experimento.

Los datos fueron presentados como el valor  + la desviación estándar y una p<0.05 fue

considerada significativa.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterización del cultivo

Para  confirmar  que  en  los  cultivos  primarios  obtenidos  se  encuentran

mayoritariamente astrocitos, se detectó a la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) que es un
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marcador de astrocitos. Mediante inmunofluorescencia se observó la presencia de GFAP

en las células cultivadas (Figura 1A), lo cual indica que en el cultivo obtenido existe gran

cantidad de estas células gliales.

Para descartar la presencia de neuronas en el cultivo primario, se realizó una doble

inmunofluorescencia  con  el  marcador  de  neuronas  maduras  NeuN  y  el  marcador  de

astrocitos GFAP. Esto se hizo tanto en el cultivo de astrocitos (Figura 1B, panel derecho)

como en la línea celular de neuroblastoma humano (MSN) diferenciado a neuronas (Figura

1B, panel izquierdo). En el caso del cultivo neuronal, se observó a NeuN y no se detectó a

la proteína GFAP. De manera contraria a las MSN, el cultivo primario fue positivo para

GFAP y no se observó presencia de NeuN. Con este resultado se comprobó que no hay

presencia de neuronas en el cultivo primario obtenido y que las células son en su mayoría

astrocitos. A pesar de que no se marcaron otras proteínas para identificar a la microglía y a

los oligodendrocitos,  la metodología seguida para la obtención del  cultivo primario de

astrocitos reporta un porcentaje de pureza >90% (Patel and Hunt, 1985; Morán and Patel

1989). 
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Figura 1. Detección de GFAP y NeuN en el cultivo primario de astrocitos y en la línea celular MSN . Los
cultivos fueron obtenidos de acuerdo al protocolo descrito. (A) Mediante inmunofluorescencia se detectó a
GFAP (rojo) como marcador de astrocitos. (B) La pureza del cultivo primario (panel derecho) fue verificada
mediante  inmunofluorescencia,  usando  como control  negativo  a  las  células  de  neuroblastoma humano
(MSN) (panel izquierdo). NeuN en verde, GFAP en azul, y rojo radiante (Rr) como marcador de núcleo en
rojo. La pureza del cultivo fue <90%.

6.2 El colesterol promueve la formación de balsas lipídicas

Para  investigar  el  efecto  del  colesterol  en  la  morfología  y  metabolismo  de  los

astrocitos,  primero  se  determinó  el  grado  de  incorporación  del  colesterol,  añadido  al

medio, en los astrocitos. Las células fueron teñidas con filipina después de ser expuestas a

25 y 50 μM de colesterol por 48 h. La Figura 2A muestra que la incorporación del colesterol

es dependiente de la dosis y que se distribuye a lo largo del soma y los procesos de los

astrocitos. Como un marcador de glicoesfingolípidos componentes de las balsas lipídicas,

se usó a la subunidad  B de la toxina del cólera (CTB), la cual se une específicamente al

gangliósido GM1 (Orlandi and Fishman, 1998; Kenworthy et al., 2000). Se encontró que el

colesterol regula a la alta la inmunoseñal de CTB que corresponde a los sitios en donde el

colesterol fue marcado con filipina (Fig. 2B).
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Figura 2. Incorporación de colesterol y localización de GM1 en astrocitos.  Los astrocitos fueron incubados
con 25 y 50 μM de cholesterol por 48 h. (A) Las células fueron teñidas con 100 ng/ml de filipina (azul cielo).
10X. Barra de escala: 80 µm.  (B) Los astrocitos fueron tratados con 50  μM de colesterol por 48 h. Panel
superior:  las células fueron marcadas con la subunidad B de la toxina del  cólera  (CTB) para  detectar  al
gangliósido de membrana GM1 (rojo) y con Höechst el núcleo (azul); Panel inferior: los astrocitos fueron
marcados con CTB (rojo) y filipina (azul). 10X. Barra de escala: 80 µm.

6.3 El colesterol induce la activación de los astrocitos

La exposición al colesterol indujo cambios en la morfología del astrocito que fueron

caracterizados por la inmunofluorescencia de la proteína de filamentos intermedios GFAP

(Fig.  3A).  Astrocitos  control  exhibieron  procesos  estelados  y  una  morfología  poligonal

típica de los cultivos de astrocitos en monocapa. Posterior al tratamiento con colesterol se

observa un incremento significativo (50 y 100%) de la proteína GFAP, indicando el estado

activado de los astrocitos (Fig. 3B).

Figura 3. El colesterol induce la activación de los astrocitos. Los astrocitos fueron incubados con 25 y 50 μM
de colesterol por 48 h.  (A) Páneles izquierdos: los astrocitos fueron marcados con GFAP (rojo) y Höechst
(azul); Páneles derechos: la señal de fluorescencia fue convertida a un despliegue de arcoiris para el análisis
de intensidad. 20X. Barra de escala: 80 µm. (B) Los niveles de la proteína GFAP fueron detectados mediante
western  blot.  El  análisis  densitométrico  de  las  bandas  de  GFAP  fue  normalizado  con  los  niveles
correspondientes de β-actina. ±SEM de n=4. ANOVA con post hoc de Dunnett; *p <0.01 v.s. control.
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6.4 El contenido de colesterol modula los niveles de APP

Se ha observado que en neuronas el colesterol afecta el procesamiento de APP y el

tráfico aberrante  de colesterol  se  ha asociado con la  producción  de Aβ en el  cerebro

(Burns et al., 2003). Sin embargo, se sabe poco del efecto del colesterol en el metabolismo

de la  APP  en  astrocitos,  por  lo  cual  se  decidió  evaluar  primero  si  la  acumulación  de

colesterol afecta los niveles de APP. Se encontró mediante inmunocitoquímica y western

blot, un incremento de dos y tres veces en los niveles de APP después de la exposición a

25 o 50 μM de colesterol respectivamente. La distribución de APP fue significativamente

mayor en el soma, pero también notablemente elevada en la región correspondiente a la

membrana celular (Fig. 4A y B). Para analizar la modulación de los niveles de APP inducida

por colesterol,  los astrocitos fueron incubados con lovastatina en medio libre de suero

para  inhibir  la  síntesis  endógena  del  colesterol  y  reducir  el  contenido  de  este  en  los

astrocitos.  Se utilizó medio sin suero ya que el colesterol  presente en este encubría la

inhibición de la síntesis  del  colesterol  por la lovastatina.  Se observó que a las 48 h la

lovastatina disminuye en un 25% aproximadamente, los niveles de APP comparados con

los controles (Fig. 4C). Para descartar el efecto de la deprivación de suero en los niveles de

APP y que el resultado obtenido con la lovastatina fuera debido a su acción inhibitoria de

la síntesis de colesterol, astrocitos controles fueron incubados en medio sin suero por 24 y

48 h.  Se encontró que después de 24 h, se observa un incremento significativo de APP. Sin

embrago, a las 48 h los niveles de APP fueron similares en presencia o ausencia de suero

(Fig. 4D), indicando que la reducción de los niveles de APP a las 48 h de tratamiento con

lovastatina (Fig. 4C) es debida a la inhibición de la síntesis de colesterol y no a la ausencia

del suero. 
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Figura 4. Efecto del colesterol en los niveles de la APP. Los astrocitos fueron incubados con 25 o 50 μM de
colesterol  por  48  h.  (A) Páneles  izquierdos:  inmunofluorescencia  contra  APP  (verde)  y  núcleo  (Rr,  rojo
radiante); Páneles derechos: la señal de fluorescencia convertida a despliegue de arcoíris para el análisis de
la intensidad. 20X. Barra de escala: 80 µm.  (B) Los niveles de APP fueron detectados por western blot y
normalizados con los niveles correspondientes de β-actina. ±SEM de n=4. ANOVA con post hoc de Dunnett;
*p <0.05 v.s. control **p <0.01 v.s. control. (C) Los astrocitos fueron tratados con 10 μM de lovastatina por 24
y 48 h en medio sin suero. La proteína APP fue detectada por western blot y el análisis densitométrico de las
bandas de APP fue normalizado con las bandas correspondientes de β-actina. ±SEM de n=4. ANOVA con post
hoc de Dunnett; *p <0.01 v.s. control. (D) Los astrocitos fueron incubados en medio con 10% de suero o sin
suero durante 24 h (imagen izquierda) y 48 h (imagen derecha). La proteína APP fue detectada mediante
western blot y los datos fueron normalizados con respecto a la proteína β-actina. ±SEM de n=3 para 24 h y
48 h. t de Student; *p<0.05 v.s. control.
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6.5 La expresión de APP inducida por colesterol es prevenida por Euk-134

Para determinar el mecanismo potencial involucrado en la sobrexpresión de APP

inducida por colesterol, se midió la producción de ROS y el efecto del antioxidante Euk-134

que tiene actividad de SOD y catalasa previniendo la fomación de superóxido y peróxido

de hidrógeno. Como se muestra en la Figura 5, el colesterol  incrementa el  número de

células positivas a dihidroetidio, mientras que el tratamiento con el antioxidante previene

este incremento (Fig. 5A y B). Además del análisis con dihidroetidio, se analizó el papel del

colesterol en la producción de ROS mediante el incremento de la presencia de rodamina

123, obteniéndose resultados similares (Fig. 5C). Cuando los astrocitos fueron incubados

en presencia del colesterol y del antioxidante Euk-134, los niveles de APP se redujeron

significativamente (Fig. 5D). Esto indica que el ambiente redox producido por niveles altos

de colesterol juega un papel importante en la expresión de APP.
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Figura 5. El efecto del colesterol en los niveles de la proteína APP es modulado por la inducción de ROS .
(A) Los  astrocitos  fueron  incubados con  25  o  50  μM de colesterol  por  48  h  y/o  Euk-134  por  24  h.  La
generación de ROS fue detectada usando el ensayo de dihidroetidio (Dhet). Páneles derechos: fluorescencia
de Dhet (rojo); Páneles centrales: la señal de fluorescencia fue convertida a un despliegue de arcoiris para el
análisis de la intensidad; Páneles izquierdos: núcleos marcados con Höechst (azul). 10X. Barra de escala: 80
μM. (B) Los astrocitos fueron incubados con 25 o 50 μM de colesterol por 48 h y/o Euk-134 por 24 h. Los
núcleos positivos a Dhet fueron detectados y contados. La cuantificación representa el porcentaje de núcleos
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positivos a Dhet relativo al número total de núcleos marcados con Höechst. Los núcleos fueron contados en
seis campos visuales aleatorios del microscopio por experimento. Como control positivo de la formación de
ROS, los astrocitos fueron incubados con 25  μM de H2O2 por 2 h.  ±SEM de n=4. ANOVA con  post hoc de
Dunnett; *p<0.01 v.s. control. (C) Los astrocitos fueron incubados con 25 o 50 μM de colesterol por 48 h y/o
Euk-134  por  24  h.  La  fluorescencia  de  la  rodamina  123  (RDH)  fue  cuantificada  y  presentada  como  el
porcentaje  relativo  a  las  células  control  expuestas  al  vehículo.  ±SEM  de  n=5.  ANOVA  con  post  hoc de
Dunnett; *p<0.05 v.s. control **p<0.01 v.s. control.  (D) Los niveles de APP fueron detectados por western
blot después del tratamiento con colesterol en presencia o ausencia del antioxidante Euk-134. El análisis
densitométrico de APP fue normalizado con respecto a los niveles correspondientes de β-actina.  ±SEM de
n=3-4. ANOVA con post hoc de Dunnett; *p <0.05 v.s. control **p<0.01 v.s. control.

6.6 El colesterol incrementa los niveles de BACE-1 y promueve su asociación con APP

La expresión de BACE-1 fue detectada en astrocitos sin tratamiento. Se sabe que

existe un aumento de BACE-1 en modelos de EA y después de un daño (Roßner et al.,

2001; Hartlage-Rubsamen et al., 2003). Los efectos del colesterol sobre el aumento de APP

fueron acompañados también por un aumento significativo de BACE-1 cuando el colesterol

fue añadido a una concentración de 50 μM (Fig. 6A y B). La distribución celular de BACE-1

fue  observada,  de  manera  similar  a  lo  descrito  en  cultivos  neuronales,  a  manera  de

puntilleo  cerca  del  núcleo  de  la  célula  (Fig.  6A)  (Patil  et  al.,  2006).  Se  sabe  que  el

procesamiento de APP mediado por BACE-1 en neuronas es favorecido en membranas

lipídicas enriquecidas con colesterol. Para investigar si la asociación de APP con BACE-1 se

encontraba  incrementada  en  astrocitos  tratados  con  colesterol,  se  realizó  una  co-

inmunoprecipitación que mostró que la interacción de APP/BACE-1 es promovida por el

colesterol (Fig. 6C).
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Figura 6. El colesterol modula los niveles de la proteína BACE-1 y su interacción con APP. Los astrocitos
fueron incubados con 25 o 50 μM de colesterol por 48 h. (A) Páneles superiores: inmunofluorescencia contra
BACE-1 (verde) y núcleo (Rr, rojo radiante); Páneles inferiores: la señal de fluorescencia fue convertida a un
despliegue de arcoíris para el análisis de intensidad. 100X. Barra de escala 20 μm. (B) Los niveles protéicos de
BACE-1 fueron detectados por western blot y normalizados con los niveles correspondientes de  β-actina.
±SEM  de n=4.  ANOVA con  post  hoc de  Dunnett;  *p <0.01 v.s.  control.  (C) Co-inmunoprecipitación.  Fila
superior:  APP  fue  inmunoprecipitada  y  BACE-1  fue  detectada  por  western  blot;  fila  central:  APP  fue
inmunoprecipitada y APP fue detectada por western blot; fila inferior: una proteína tomada al azar teñida
con rojo de Ponceau fue usada como control de carga. La cuantificación se realizó normalizando los valores
correspondientes a la fila superior con los correspondientes de la fila central. ±SEM de n=3. ANOVA con post
hoc de Dunnett; *p <0.05 v.s. control.  
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6.7 El colesterol modula el procesamiento amiloidogénico de APP

Se sabe que BACE-1 corta a APP en el sitio Asp+1 para generar el fragmento C-99

que se queda anclado a la membrana y que posteriormente es cortado por la γ-secretasa

durante la vía de procesamiento amiloidogénica de APP. En consecuencia, se determinó si

la regulación a la alta de BACE-1 en respuesta a la incubación con colesterol  afecta el

procesamiento de APP en el sitio de β-secretasa. De manera similar a resultados previos,

se encontró que los niveles del fragmento C-99 están elevados en astrocitos tratados con

colesterol (Fig. 7A). Ya que el colesterol parecía regular la vía amiloidogénica, se analizó la

formación  de  los  péptidos  Aβ42  y  Aβ40.  Se  observó  un  ligero,  pero  significativo,

incremento en la secreción de Aβ40 detectado en el medio, mientras no se observaron

cambios en Aβ42 (Fig. 7C). Debido a que los astrocitos tienen la capacidad de capturar y

degradar a Aβ, también se midió el contenido intracelular de Aβ42 y Aβ40 después de la

exposición a colesterol. A pesar de que no se observó modificación alguna en el contenido

de los péptidos Aβ a ninguna dosis en este estudio (Fig. 7D), se encontró una reducción

significativa  del  fragmento  soluble  sAPPα,  el  cual  es  el  producto  secretado  del

metabolismo  no  amiloidogénico  de  APP,  así  como  un  incremento  significativo  del

fragmento sAPPβ que es producto de la actividad de BACE-1 (Fig. 7B). Estos resultados

están en concordancia con el  incremento del  procesamiento amiloidogénico de la APP

promovido por el colesterol.
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Figura  7.  El  colesterol  modula  el  procesamiento  amiloidogénico  y  no  amiloidogénico  de  la  APP.  Los
astrocitos  fueron  incubados  con  25  y  50  μM  de  colesterol  por  48  h.  (A) Blot  representativo  y  análisis
densitométrico de los fragmentos C-99 y C-83. ±SEM de n=3. ANOVA con post hoc de Dunnett; *p <0.05 v.s.
control.  (B) Los  fragmentos  secretados  sAPPα (izquierda)  y  el  sAPPβ (derecha)  fueron  detectados  por
western blot: para sAPPα se cargaron 30 μg de proteína y para sAPPβ se cargaron 90 μg de proteína. Para el
análisis densitométrico los valores correspondientes a las bandas de sAPPα y sAPPβ fueron normalizados con
los valores obtenidos de una proteína tomada al azar teñida con rojo de Ponceau.  sAPPα:  ±SEM de n=5 y
ANOVA con  post hoc de Dunnett; *p <0.01 v.s.  control.  sAPPβ:  ±SEM de n=4 y ANOVA con  post  hoc de
Dunnett; *p<0.05.  (C) Los péptidos Aβ42 y Aβ40 secretados al medio fueron detectados por el ensayo de
ELISA. Aβ42: ±SEM de n=4 y ANOVA con post hoc de Dunnett. Aβ40: ±SEM de n=5 y ANOVA con post hoc de
Dunnett; *p<0.05 v.s. control.  (D) Los péptidos Aβ42 y Aβ40 intracelulares fueron detectados mediante en
ensayo de ELISA. Aβ42 y Aβ40: ±SEM de n=4. ANOVA con post hoc de Dunnett.

7. DISCUSIÓN
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El  presente  trabajo  se  enfocó  en  estudiar  el  papel  del  incremento  de  las

concentraciones de colesterol en el procesamiento de la APP en astrocitos primarios de

corteza.  Se  sabe  que  los  astrocitos  activados  se  encuentran  presentes  en cerebros  de

pacientes  con  EA  y  en  modelos  transgénicos  de  la  enfermedad  (Carter  et  al.,  2012;

Kamphuis et al., 2012; Pekny et al., 2014). De hecho, la gliosis reactiva parece preceder a

las  lesiones  características  de  EA  (Roßner  et  al.,  2001;  Uryu  et  al.,  2002;  Hartlage-

Rubsamen et al., 2003; Robner et al., 2005; Wharton et al., 2009), sugiriendo el papel de la

activación  glial  en  la  expresión  de  estos  marcadores.  Diversos  grupos  de  trabajo  han

intentado dilucidar la función de los astrocitos en la patología de EA y se han enfocado

principalmente en el  efecto que tienen las placas amiloideas y el  Aβ en la pérdida de

homeostasis del astrocito. En este sentido, ha propuesto que es vía la neuroinflamación

que la disfunción metabólica de los astrocitos contribuye a la patología de la EA. 
En este estudio se encontró que los niveles altos de colesterol inducen el aumento

de la proteína GFAP, lo cual sugiere la activación de los astrocitos, y aumentan la expresión

y metabolismo de la APP. Los resultados también demuestran que las modificaciones en

los niveles de colesterol  regulan la asociación entre APP y BACE-1 y que los astrocitos

expuestos  al  compuesto  lovastatina,  que  disminuye  el  colesterol,  reducen  de  manera

significativa los niveles de APP.
La hipótesis del colesterol en EA es aún controversial, considerando que no se han

encontrado cambios significativos de manera consistente en los niveles de colesterol en

suero/plasma y en cerebros de pacientes con EA, además de que se sabe que el colesterol

no cruza la barrera hematoencefálica (revisado en Wood et al., 2014). No obstante, en los

trabajos  donde  se  reportan  niveles  altos  de  colesterol  se  ha  encontrado  que  en  los

pacientes con EA el colesterol en plasma está elevado en un 10% (Popp et al. 2013) y en la

corteza  frontal  los  niveles  son  más  altos  que  en  los  sujetos  controles  (Sparks  1997).

Además,  uno  de  los  factores  que  aumenta  la  probabilidad  de  desarrollar  la  EA  es  la

expresión de la proteína ApoE ε4 (Puglielli et al., 2003; Evans et al., 2004; Bu et al., 2009;

Kim et al., 2009; Martins et al., 2009; Schipper, 2011), la cual transporta colesterol en el

cerebro y es secretada por los astrocitos para satisfacer la demanda de colesterol de las

neuronas (Xu et al.,  2006). Aunado a esto, se han encontrado niveles elevados de APP,

BACE-1, γ-secretasa y Aβ en modelos animales de la enfermedad de Niemman-Pick, donde
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existe una acumulación importante de colesterol en el cerebro. Los niveles elevados de las

proteínas  se han detectado no solo en neuronas  sino también en astrocitos  activados

(Kodam et al., 2010). Estos datos sugieren que cambios en el transporte, contenido, y por

lo tanto, en la homeostásis del colesterol a nivel cerebral son importantes en el desarrollo

de  la  EA.  Más  aún,  se  ha  observado  en  neuronas  que  el  colesterol  puede  alterar  el

microambiente  lipídico de la  membrana,  de manera tal  que promueve la  formación  y

aumento de las balsas lipídicas favoreciendo un ambiente fisicoquímico óptimo para la

actividad de BACE-1 y el consiguiente procesamiento amiloidogénico de la APP (Wood et

al.,  2014).  En  este  sentido,  en  este  trabajo  se  encontró  que  el  colesterol  aumenta  el

contenido  de  estructuras  parecidas  a  balsas  lipídicas  que  fueron  observadas  con  el

marcador  de  GM1/CBT  en  cultivos  primarios  de  astrocitos.  A  pesar  de  que  ha  sido

reportado que la unión de CBT no es completamente específica para GM1 (Blank et al.,

2007), los resultados encontrados demuestran un incremento en la señal de CBT, después

de los tratamientos con colesterol, que es particularmente fuerte en aquellos sitios en los

cuales también se encuentra señal con filipina que indica acumulación de colesterol. Es

importante  señalar  que,  además  de  inducir  importantemente  la  formación  de  balsas

lipídicas, el colesterol está promoviendo el aumento de GM1 en la membrana, el cual se ha

observado incrementado en pacientes con EA (Svennerholm and Gottfries, 1994) y que se

sabe puede estimular la producción de Aβ en células de neuroblastoma SH-SY5Y (Zha et

al., 2004). 
Por  otra  parte,  el  tratamiento  con  colesterol  promovió  la  activación  de  los

astrocitos ya que se detectó un incremento en los niveles de GFAP y, como lo que se ha

reportado en neuronas (Ferrera et al., 2008; Mendoza-Oliva et al., 2013), se encontró que

la exposición de los astrocitos al colesterol libre promueve un aumento en la producción

de ROS y en los niveles de APP. Este aumento en la generación de especies reactivas de

oxígeno está asociado con el incremento de la expresión de APP inducida por el colesterol

debido a que se observó que el tratamiento con el antioxidante Euk-134 lo previene. Más

aún, la inhibición de la síntesis de colesterol por la lovastatina, disminuyó los niveles de la

proteína APP. Otra de las proteínas que aumentaron con el tratamiento con colesterol fue

la enzima BACE-1. Se ha propuesto que los ácidos grasos como el ácido palmítico y uno de

sus metabolitos, la ceramida, están involucrados en la regulación de los niveles de BACE-1
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y  en el  caso  del  colesterol,  se  ha  observado que en  pacientes  con la  enfermedad de

Niemman-Pick, existe un aumento de astrocitos activados, un aumento en la producción

de Aβ y un incremento en los niveles de BACE-1 y APP (Kodam et al., 2010). Un evento que

promueve la activación de los astrocitos es el estrés oxidante, el cual se ha observado que

incrementa  la  expresión  de APP (Cheng and Trombetta,  2004;  Patil  et  al.,  2006)  y  los

niveles de Aβ intracelular y secretado en células neuronales y no neuronales (Misonou et

al., 2000; Atwood et al., 2003; Murray et al., 2007). Además, las ROS activan a las enzimas

de  la  vía  amiloidogénica  como  BACE-1  promoviendo  su  expresión  y  acelerando  la

producción de Aβ (Tamagno et al., 2002, 2003, 2005, 2008; Kao et al., 2004; Tong et al.,

2005; Guglielmotto et al., 2010). Una vez activados los astrocitos, son capaces de liberar

citocinas  que  se  ha  encontrado,  estimulan  el  aumento  de  las  proteínas  de  la  vía

amiloidogénica.  Por ejemplo, se sabe que el IFN-γ promueve la expresión de BACE-1 y

activa  el  metabolismo  amiloidogénico  produciendo  sAPPβ  en  células  de  astrocitoma

U373MG y en cultivos primarios de astrocitos de ratones (Hong et al.,  2003). Por otra

parte, en el caso del tratamiento con ácido palmítico se sabe que se induce la liberación de

las citocinas TNF-α, IL-6 e IL-1 β por los astrocitos y cuando se tratan neuronas primarias

corticales de rata con medio condicionado proveniente de astrocitos tratados con el ácido

graso, se incrementan significativamente los niveles de BACE-1 y de Aβ (Ptil and Chan,

2005; Patil et al., 2006, 2007; Liu et al., 2013).
De esta forma, la activación de los astrocitos por el colesterol  puede llevar a la

producción  de  ROS  que  per  se promueve  el  aumento  de  la  expresión  de  APP  y

posiblemente  BACE-1,  favoreciendo  el  procesamiento  amiloidogénico.  Asimismo,  es

posible  que  el  colesterol  a  través  de  la  formación  de  ROS,  induzca  el  encendido  de

cascadas de señalización que se ha observado conducen a la liberación de citocinas como

IL-1β,  TNF-α  o  IFN-γ  que,  actuando  de  manera  autócrina  o  parácrina,  pueden  estar

activando  a  sus  receptores  o  receptores  de  otras  células,  y  así  inducir  factores  de

transcripción que finalmente llevan a la síntesis de APP y BACE-1, y a la producción de Aβ

(Hartlage-Rubsamen et al., 2003; Hong et al., 2003; Cho et al., 2007). Tanto la formación

de ROS como la  liberación de citocinas,  pueden a  su vez,  inducir  la  activación  de  los

astrocitos  promoviendo un haza  de retroalimentación positiva.  Además,  aunque no se

evaluó en el trabajo, es importante mencionar que al estar induciendo la producción de
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ROS,  el  colesterol  podría  estar  promoviendo  su  propia  oxidación  y  la  producción  de

oxiesteroles que se han visto implicados en la EA (Dias et al., 2014) y que en neuronas

modulan  tanto  a  la  vía  amiloidogénica  como  la  no  amiloidogénica  además  de  la

homesotasis  del  mismo  colesterol  (Bu,  2009;  Prasanthi  et  al.,  2009;  Marwarha  et  al.,

2010).
Por otro lado, como ya se mencionó, en este trabajo se observó que el colesterol

promueve la formación de balsas lipídicas. El aumento de balsas lipídicas en la membrana

ha  sido  ampliamente  reportado  como  un  factor  promotor  de  la  asociación   de  APP,

presenilina  y  BACE-1,  y  el  consecuente  incremento  de  la  producción  de  Aβ  y  la  vía

amiloidogénica en neuronas (Simons and Ikonen, 1997; Simons et al., 1998; Simons and

Toomre, 2000; Ikonen, 2001; Riddell et al., 2001; Wahrle et al., 2002; Ehehalt et al., 2003;

Parton and Richards, 2003; Kawarabayashi et al., 2004; Vetrivel et al., 2004; Marquer et al.,

2011). En modelos celulares de la enfermedad de Niemman-Pick se ha encontrado que

después  de  la  acumulación  de  colesterol  en  la  célula,  existe  un  aumento  en  el

desplazamiento  de  APP/CTF  hacia  las  balsas  lipídicas  incrementando el  procesamiento

amiloidogénico (Kosicek et al., 2010). Más aún, se ha propuesto que tanto el fragmento C-

99  como la  APP tienen la  capacidad de  unir  colesterol  específicamente,  sugiriendo al

colesterol como un factor importante en el tráfico de la APP hacia las balsas lipídicas y la

modulación  del  corte  por  la  β-  y/o  γ-secretasa.  La  observación  de  que  C-99  tiene  la

propiedad de unir colesterol, ha hecho pensar que una de las funciones de APP es la de un

sensor/receptor de colesterol que regula la toma de colesterol bajo ciertas condiciones de

composición de la membrana lipídica (Beel et al., 2008).  Además, se sabe que la actividad

de  BACE-1  es  altamente  sensible  al  ambiente  lipídico  y  es  estimulada  por

glucoesfingolípidos, glicerofosfolípidos y esteroles (Kalvodova et al., 2005).
De manera similar a lo descrito en neuronas, en este trabajo se encontró que el

tratamiento con colesterol  induce la asociación de APP con BACE-1.  Esta asociación se

correlaciona con un importante incremento en los fragmentos C-99 y sAPPβ que derivan

de  la  actividad  de  BACE-1,  demostrando  así  la  promoción  del  procesamiento

amiloidogénico en cultivos primarios de astrocitos. Sin embrago, sólo se detectó una ligera

secreción  de  Aβ40  al  medio  de  este  tipo  celular.  Esta  aparente  discrepancia

probablemente surge debido a que los astrocitos primarios poseen un sistema de captura
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rápido y un mecanismo de degradación de este péptido que resulta eficiente  (Nielsen et

al., 2010). Los astrocitos activados pueden internalizar y degradar Aβ (Pihlaja et al., 2008),

posiblemente en un intento por reducir la catidad de Aβ disponible para las neuronas. No

obstante, la exposición a Aβ puede tener cosecuencias perjudiciales para los astrocitos ya

que el  péptido Aβ regula la secreción de citocinas e incrementa la liberación de óxido

nítrico en cultivos primarios (Hu et al., 1998). Más aún, Aβ puede inducir la muerte de

astrocitos (Nagele et al., 2003). Sin embargo, la evidencia de la acumulación de Aβ en la

glía en la EA es controversial,  ya que se ha observado su acumulación en astrocitos y

microglía (Nishimura et al., 1997) o en astrocitos pero no en microglía o neuronas (Funato

et al., 1998; Kurt et al., 1999). A pesar de lo anterior, estudios recientes indican que la

función de limpieza de los astrocitos se puede ver comprometida en la EA  (Mulder et al.,

2012),  y  un incremento significativo de el  péptido Aβ puede ocurrir  en esta situación

patológica. Por otra parte, los pequeños cambios detectados en Aβ40/42 en el presente

trabajo,  pueden  ser  debidos  a  que  los  astrocitos  son  capaces  de  producir  y  secretar

diferentes patrones de variantes del péptido Aβ truncado en su N-terminal que no fueron

detectados en este estudio  (Oberstein et  al.,  2014).  Otra explicación posible es que el

colesterol induce el aumento de la asociación de APP y BACE-1, pero no afecta la actividad

de la γ-secretasa para así completar la producción de Aβ. 
La síntesis, tráfico y procesamiento de APP es un proceso altamente complejo y

regulado. De este estudio, es importante mencionar que favorecer la vía amiloidogénica

puede  no sólo incrementar  la  producción  de Aβ,  sino también reducir  otros  péptidos

derivados del procesamiento no amiloidogénico como el sAPPα. Se sabe que el fragmento

sAPPα es generado por la acción de la enzima α-secretasa que se encuentra fuera de los

dominios  de  balsas  lipídicas  de  la  membrana  de  la  neurona  (Ridell  et  al.,  2001).  La

reducción de sAPPα también tiene cosecuencias patológicas en el cerebro (Kuhn et al.,

2010)  y  en  esta  reducción  los  astrocitos  son  partícipes.  Este  fragmento  soluble  es

importante debido a que se le han encontrado funciones neurotróficas y neuroprotectoras

como  la  formación/mantenimiento  de  espinas  dendríticas  y  la  inducción  de  la

diferenciación neural  de las células madre hacia el  linaje astrocítico (Baek et al.,  2002;

Pardossi-Piquard et al., 2005; Liu et al., 2007; Zhang et al., 2007). Además, se ha observado

que puede estimular a la guanilato ciclasa unida a la membrana, regular la homeostasis del
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calcio,  decrementar  las  corrientes  generadas  por  el  receptor  NMDA  e  incrementar  la

conductancia de los canales de potasio (Barger and Mattson, 1995; Barger et al. 1995). 

Por otro lado, además del sAPPα, en este estudio también se encontraron alterados

otros productos del procesamiento de la APP como el sAPPβ, que aunque se ha asociado

con efectos neuroprotectores, se ha obsrevado que comparado con sAPPα, es cien veces

menos potente en proteger a las neuronas hipocampales en contra de la excitotoxicidad, la

toxicidad por Aβ y la privación de glucosa (Furukawa et al., 1996b). Otro fragmento que se

observó  aumentado  de  manera  importante  fue  el  C-99,  el  cual  ha  sido asociado  con

procesos  de neurodegeneración y  con la promoción de déficits  cognitivos en modelos

animales (Lauritzen et al., 2012; Mitani et al., 2012). La sobreexpresión de C-99 ha sido

ligada con efectos citotóxicos (Yankner et al.,  1989; Oster-Granite et al.,  1996) y se ha

observado que esta involucrada en la localización de  γ-secretasa en la superficie celular

(Liu et al., 2009). 
De esta manera, aunque colesterol no afectó de forma importante la producción de

Aβ, sí modificó los niveles de los fragmentos derivados del procesamiento de APP tanto de

la vía no amiloidogénica como amiloidogénica, aumentando el fragmento C-99 asociado

con  neurodegeneración  y  reduciendo  el  fragmento  sAPPα  relacionado  con

neuroprotección.  Estos  eventos  pueden  tener  efectos  fisiológicos  importantes  que

posicionan al astrocito como un elemento fundamental que contribuye en el desarrollo de

la enfermedad de Alzheimer. 

8. RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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 El colesterol  induce la formación/aumento de balsas lipídicas, lo que incrementa la
colocalización de APP con BACE-1.

 El tratamiento con colesterol promueve el aumento de la proteína GFAP lo que sugiere
la activación de los astrocitos. Aunque no se determinó en este trabajo, la activación
de los astrocitos podría estar dada también por la generación de ROS y/o la liberación
de citocinas. 

 La formación de ROS inducida por colesterol, promueve el aumento de los niveles de
APP, el cual es inhibido por el antioxidante Euk-134. 

 El colesterol incrementa los niveles de BACE-1, que aunque no se demostró en este
trabajo, puede ser promovido por el estrés oxidante generado por el colesterol y/o por
la liberación de ciertas citocinas.

 Todos estos eventos llevan a un aumento en el procesamiento amiloidogénico de la
APP representado como el incremento de los fragmentos C-99, sAPPβ y Aβ40, y la
disminución del  procesamiento  no amiloidogénico visto como el  decremento en la
producción del fragmento sAPPα.

En conclusión, con base en los resultados obtenidos, se propone que la acción del

colesterol puede ser bidireccional: (1) cambios en los niveles de colesterol en los astrocitos
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pueden  inducir  la  activación  de  los  astrocitos,  promover  el  estrés  oxidante  y  la

sobreexpresión de APP y BACE-1,  y  (2)  a través de la formación de balsas  lipídicas,  el

colesterol puede favorecer la asociación de APP y BACE-1, resultando en la activación de la

vía amiloidogénica. En ambos casos el colesterol induce la alteración de la producción de

fragmentos  derivados de la  APP que poseen papeles  fisiológicos  importantes.  De esta

manera, los astrocitos activados por el colesterol pueden ser un factor importante que

contribuye  en  el  desarrollo  de  la  enfermedad  de  Alzheimer.  Es  interesante  que  los

astrocitos se encuentran en estrecho contacto con las sinapsis y vasos sanguíneos, lo que

lleva a pensar que la producción local de Aβ y otros fragmentos por los astrocitos pueda

ser  tóxica  para  estos  componentes  que  se  sabe  están  fuertemente  asociados  en  la

fisiopatología de esta enfermedad.

9. PERSPECTIVAS
El  presente  trabajo  abordó  el  efecto  del  colesterol  en  el  procesamiento

amiloidogénico  en  los  astrocitos  con  miras  a  comprender  mejor  la  enfermedad  de

Alzheimer y la contribución de los astrocitos en su desarrollo. Sin embargo, a pesar de que

se  encontró  que  el  colesterol  induce  el  aumento  de  proteínas  importantes  en  la  vía

amiloidogénica como la APP y BACE-1, su asociación y la alteración en la producción de

fragmentos derivados del corte de la APP como sAPPα, sAPPβ, C-99 y Aβ, quedan abiertas

muchas preguntas que sería interesante dilucidar: 

1. ¿Cuál es el efecto de la inhibición de ROS en los niveles de BACE-1,  en la asociación

entre APP y esta enzima, y en la formación de los fragmentos derivados del corte de

APP inducidos por el colesterol ?. 
En el presente trabajo se observó que al disminuir la producción de ROS, mediante

el inhibidor Euk-134, se redujeron los niveles de APP inducidos por colesterol. Sin

embargo, faltó establecer qué sucede con los niveles de BACE-1 y si la reducción de

ROS tiene algún efecto en la asociación entre esta enzima y su sustrato APP, y por lo

tanto en la producción de los fragmentos proteolíticos resultantes. 

2. ¿Cómo  es  la  dinámica  de  formación  de  balsas  lipídicas  bajo  el  tratamiento  con

colesterol en astrocitos?. 
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Es  importante  conocer  la  dinámica  de  formación  de  balsas  lipídicas  en  los

astrocitos de manera fisiológica y durante el tratamiento con colesterol, ya que los

astrocitos  son  los  principales  encargados  de  la  producción  de  colesterol  en  el

cerebro adulto y se ha observado que en enfermedades donde existe acumulación

de  colesterol  en  el  cerebro,  como  la  enfermedad  de  Niemann  Pick,  existe  un

aumento en la producción de Aβ.

3. ¿El colesterol induce la liberación de citocinas por los astrocitos?. 
En este  estudio  se  encontró  que el  colesterol  induce la  formación de ROS.  Sin

embargo,  sería  importante  determinar  si  también tiene  la  capacidad  per  se de

inducir la liberación de citocinas o si  lo hace a través de la inducción del estrés

oxidante.  Además,  ya  que  se  ha  observado  que  las  citocinas  tienen  un  papel

importante en promover el aumento de APP y BACE-1, sería relevante conocer si

también están modulando los niveles de dichas proteínas bajo el tratamiento con

colesterol.

4. ¿Cómo se están afectando los productos de oxidación del colesterol en los astrocitos?
El colesterol induce la formación de ROS, por lo tanto sería importante conocer

cuál es el estado de oxiesteroles 24-OH y 27-OH que se han implicado en la EA y en

el aumento de las proteínas BACE-1 y APP en astrocitos. 

5. ¿Cuáles  vías  de  señalización  están  implicadas  en  los  procesos  observados  en  el

trabajo?.
Otro aspecto interesante, sería conocer qué vías de señalización se activan en los

astrocitos después del tratamiento con colesterol y cuáles están implicadas con el

aumento de APP y BACE-1. Las vías a estudiar podrían implicar las activadas con el

estrés oxidante y con las citocinas como las vías de JNK, JAK/STAT, NFkB o MAPK.

6. ¿Cuál es el papel de los fragmentos proteolíticos de la APP en astrocitos?.
Otro aspecto que no ha sido muy estudiado en la enfermedad de Alzheimer es el

papel de los fragmentos proteolíticos de la APP. La mayoría de los estudios se han

centrado en el  péptido Aβ. Sin embargo,  recientemente se ha sugerido que los

fragmentos C-terminales y N-terminales derivados del corte de APP por BACE-1 o

α-secretasa son importantes a nivel fisiológico y podrían estar contribuyendo en el

desarrollo de la enfermedad. En el presente trabajo se encontró que el colesterol
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modula la producción de estos fragmentos. Sin embargo, sería importante conocer

cuál es el papel fisiológico de estos fragmentos en los astrocitos y en cuanto a la vía

amiloidogénica falta saber qué sucede con el fragmento AICD, que se sabe actúa

como factor de transcripción de varias proteínas incluyendo APP y BACE-1.

7. ¿Qué sucede con la enzima γ-secretasa en astrocitos, al ser sometida al tratamiento

con colesterol?.
Ya que los efectos del colesterol sobre la producción de Aβ fueron pequeños, sería

importante conocer qué sucede con la actividad de γ-secretasa con el tratamiento

con colesterol. Es posible que el colesterol no tenga efecto sobre esta enzima y por

ende no se estén observando resultados importantes en la producción del péptido

amiloide.

8. ¿Cómo se encuentra la captura de Aβ por los astrocitos de manera normal y bajo el

tratamiento con colesterol?.
Se sabe que los astrocitos son capaces de capturar y degradar al Aβ, y ésta puede

ser una razón por la cuál no se observaron cambios importantes en su producción.

Por ello sería importante determinar cuál es la eficiencia de captura de Aβ por los

astrocitos de manera normal y bajo el tratamiento con distintas dosis de colesterol.

9. ¿Qué  sucede  con  el  procesamiento  amiloidogénico  de  astrocitos  provenientes  de

modelos animales de la EA cuando son tratados con colesterol? 

En el presente trabajo se utilizaron cultivos primarios de astrocitos provenientes de

ratas  neonatas.  Sin  embargo,  sería  importante  poder  establecer  cultivos  de

astrocitos provenientes de modelos animales de la enfermedad como los ratones

Tg-2576,  3xTg-AD,  5xFAD  o  los  EFAD,  para  conocer  qué  sucede  con  el

procesamiento amiloidogénico cuando son tratados con colesterol y si es que se

modifica la aparición de los marcadores de la enfermedad. 
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Cholesterol-Induced Astrocyte Activation
is Associated with Increased Amyloid

Precursor Protein Expression and Processing

Evangelina Avila-Mu~noz and Clorinda Arias

Cholesterol is essential for maintaining lipid raft integrity and has been regarded as a crucial regulatory factor for amyloido-
genesis in Alzheimer’s disease (AD). The vast majority of studies on amyloid precursor protein (APP) metabolism and amyloid
b-protein (Ab) production have focused on neurons. The role of astrocytes remains largely unexplored, despite the presence
of activated astrocytes in the brains of most patients with AD and in transgenic models of the disease. The role of cholesterol
in Ab production has been thoroughly studied in neurons and attributed to the participation of lipid rafts in APP metabolism.
Thus, in this study, we analyzed the effect of cholesterol loading in astrocytes and analyzed the expression and processing of
APP. We found that cholesterol exposure induced astrocyte activation, increased APP content, and enhanced the interaction
of APP with BACE-1. These effects were associated with an enrichment of ganglioside GM1-cholesterol patches in the astro-
cyte membrane and with increased ROS production.

GLIA 2015;00:000–000.
Key words: cultured astrocytes, APP metabolism, ROS, lipid rafts

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative

disorder characterized by synaptic damage, extracellular

deposits of amyloid b-protein (Ab), and intracellular accumu-

lation of neurofibrillary tangles. Ab peptides are derived from

the amyloid precursor protein (APP) through the amyloido-

genic pathway. In healthy individuals, most of the APP is

constitutively cleaved within the Ab sequence by a-secretase

enzymes (TACE/ADAM17 and/or ADAM10) generating the

soluble ectodomain of APP (sAPPa) and a truncated C-

terminal peptide (CTF-a or C-83). In the amyloidogenic

pathway, APP is proteolyzed by b-secretase (BACE-1) form-

ing the smaller membrane bound C-terminal fragment (CTF-

b or C-99), which is further cleaved by the g-secretase lead-

ing to Ab formation (Cai et al., 2001; De Strooper, 2003;

De Strooper and Annaert, 2000; Glenner and Wong, 1984;

Iwatsubo, 2004; Shiraishi et al., 2006; Vassar et al., 1999).

By combining fractionation with nonionic detergent

extraction analysis, it has been found that b- and g-secretases

reside in cholesterol- and sphingolipid-rich detergent-resistant

lipid raft microdomains of neuronal membranes, where proc-

essing of APP to Ab mainly occurs (Ehehalt et al., 2003;

Golub et al., 2004; Kawarabayashi et al., 2004; Koo and

Squazzo, 1994; Lucero and Robbins, 2004; Riddell et al.,

2001; Vetrivel et al., 2004; Wahrle et al., 2002). Marquer

et al., (2011) have demonstrated that cholesterol selectively

increases the proximity of APP and BACE-1 within the mem-

brane and relocates APP to lipid rafts. This results in

increased Ab production caused by changes in BACE-1’s

accessibility to its substrate, rather than having a direct

impact on the catalytic activity of the enzyme. Disturbances

in cholesterol homeostasis have been implicated in AD patho-

genesis. Furthermore, cumulative studies have found a posi-

tive correlation between the level of circulating cholesterol

and the Ab load in AD’s brain (Kuo et al., 1998) as well as

an increased risk of developing the pathology when choles-

terol is elevated in middle age (Kivipelto et al., 2001). Fol-

lowing this line of evidence, retrospective studies have found

a significant reduction in the prevalence and incidence of AD

in patients given statins to lower their cholesterol (Jick et al.,
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2000; Wolozin et al., 2000). In fact, the presence of the e4

allele of ApoE, which is associated with cholesterol transport

in the brain, is one of most well studied risk factors for devel-

oping AD. Recently, genome-wide association studies have

identified polymorphisms in genes associated with cholesterol

homeostasis, including ABCA1, ABCA7, and CLU (Harold

et al., 2009, Naj et al., 2011; Seshadri et al., 2010). Experi-

mental evidence has shown that high-cholesterol diets increase

the formation of amyloid plaques in rabbits (Sparks et al.,

1994). On the contrary, the consumption of high cholesterol

or cholesterol-lowering drugs modulates Ab deposition for

guinea pigs and in transgenic mice models of AD, thus show-

ing a positive correlation between plasma levels of cholesterol

and the cerebral Ab load (Fassbender et al., 2001; Levin-

Allerhand et al., 2002; Refolo et al., 2001; Shie et al., 2003).

These findings indicate a dysregulation of cholesterol homeo-

stasis in AD that may include changes in cholesterol metabo-

lism within cell membranes. As a result of this dysregulated

metabolism, it is likely that alteration in cholesterol levels in

the normally cholesterol-enriched lipid-rafts may have an

impact on APP metabolism.

Although the majority of studies on APP processing

have been performed in neurons, recent studies suggest that

astrocytes could participate in the amyloidogenic processing

of APP (reviewed in Avila-Mu~noz and Arias, 2014). Studies

on human brain samples showed an increase in reactive gliosis

that appears to precede the development of the characteristic

lesions of AD (Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2011; Wharton

et al., 2009). Recent findings suggest that aberrant activation

of glia may substantially contribute to neuronal cell damage

and neurite changes in AD (Perez-Nievas et al., 2013). In this

disease, astrogliosis occurs in such a way that astrocytes are in

close proximity to amyloid plaques or diffuse deposits sur-

rounding them (Nagele et al., 2004; Thal et al., 2000). Astro-

cytes express APP, BACE-1, and g-secretase (Burton et al.,

2002; Busciglio et al., 1993; Diehlmann et al., 1999;

Hartlage-Rubsamen et al., 2003; Miake et al., 1999; Nadler

et al., 2008; Rossner et al., 2001, 2005; Uryu et al., 2002;

Young et al., 1999). Moreover, it has been reported that cul-

tured human neurons and astrocytes produce far more amy-

loidogenic Ab compared with rodent primary cultures

(LeBlanc et al., 1997). It is known that astrocytes exposed to

cholesterol exhibit a decrease in sAPPa production and cell

viability, whereas treatment with lovastatin increases the proc-

essing of APP by a-secretase, thus favoring the non-

amyloidogenic pathway (Xiu et al., 2006). Animal models of

Niemann-Pick Type C disease (NPC) (which is characterized

by intracellular accumulation of cholesterol and glycosphingo-

lipids in many tissues including the brain) present elevated

levels of Ab and reactive astrocytes expressing high levels of

APP, BACE-1 and g-secretase (Kodam et al., 2010). Although

in resting condition, astrocytes express low levels of APP, this

protein strongly increases its expression in models of brain

injury where extensive gliosis occurs (Siman et al., 1989).

These evidence point to the potential contribution of astro-

cytes to increase the amyloid load in brain of AD.

However, the metabolic conditions that affect APP proc-

essing in astrocytes have not been well characterized, despite

the fact that astrocytes are the most abundant glial cells in

the CNS and are fundamental in maintaining neuronal

homeostasis. For this reason, the aim of this work was to ana-

lyze the relationships between cholesterol content and the

expression of APP and amyloid fragments in cultured astro-

cytes. The pathological implications of these results are con-

sidered in the discussion.

Materials and Methods

Materials and Reagents
Basal Eagle’s medium (SIGMA-Aldrich), Glutamine (Gibco), Pen-

Strepto (Gibco), Fetal Bovine Serum (Byproductos), Cholesterol

(SIGMA-Aldrich), Lovastatin (Calbiochem), Euk-134 (SIGMA-

Aldrich), Filipin III (SIGMA-Aldrich), A-agarose (Millipore), glial

fibrillary acidic protein (GFAP) antibody (Dako), neuronal nuclei

protein (NeuN) antibody (Millipore), APP 22C11 antibody (Milli-

pore), APP A4 (I-17) antibody (Santa Cruz Biotechnology), APP

(EPR5118) antibody (ABCAM), BACE-1 antibody (Cell Signaling),

b-actin (SIGMA-Aldrich), goat anti-mouse antibody (Santa Cruz

Biotechnology), goat anti-rabbit antibody (Santa Cruz Biotechnol-

ogy), chicken anti-goat antibody (Chemicon), goat anti-rabbit Alexa

546 antibody (Invitrogen), donkey anti-mouse Alexa 488 (Invitro-

gene), goat anti-rabbit Alexa 488 (Invitrogen), fluorescent mounting

medium (Dako), AmershamTM HybondTM-ECL membranes (GE

Healthcare), ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP Sub-

strate (Millipore), BioMax Light Films (Kodak), Human Ab42

ELISA Kit (Invitrogen), Human Ab40 ELISA Kit (Invitrogen),

Dihydroethidium (SIGMA-Aldrich), Dihydrorhodamine (DHR) 123

(SIGMA-Aldrich), Cholera Toxin Subunit B (CT-B; Invitrogen),

Zeiss LSM5 Confocal Microscope (Carl Zeiss), BX51 WI Disc Scan-

ning Unit (DSU) Microscope (Olympus), IX71 Inverted Microscope

(Olympus), ImageJ software version 1.42q (Wayne Rasband,

National Institutes of Health), and GraphPad Prism software version

4.00 (GraphPad Software).

Primary Astrocyte Culture
Astrocytes were isolated from the cortex of 1 to 3-day-old Wistar

rats as described by Mor�an and Patel (1989), with some modifica-

tions. Briefly, postnatal brain cortices were isolated and the meninges

and blood vessels were removed. The dissociated cell suspensions

were plated at a density of 210 3 103/cm2 in 12-well plates. The

culture medium consisted of basal Eagle’s medium supplemented

with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 2 mM glutamine,

750 mg glucose, 50 U/ml penicillin, and 50 lg/ml streptomycin.

The culture dishes were incubated at 378C in 5% CO2 in a humidi-

fied air incubator. After 12 days in vitro, the cultures were treated

for 48 h with different concentrations of cholesterol (25 or 50 lM),

2 Volume 00, No. 00



which was dissolved in ethanol and added to the cultures at a final

concentration of 0.3% or the cultures were treated with lovastatin

(10 lM) for 24 or 48 h. Control cultures were exposed to the vehi-

cle (0.3% ethanol). Total cholesterol is at concentrations of 132.33

lM in the cultured medium. The vast majority is complexed in lipo-

proteins, but free cholesterol corresponds to 5.28 lM. Thus, exoge-

nously added cholesterol (25 or 50 lM) increased total cholesterol

by �30 and 60%, respectively.

For lovastatin incubations, the serum was removed from the

medium and the results were compared with controls under the

same conditions. The purity of astrocytes (> 90%) was verified

immunocytochemically using GFAP and NeuN as markers for astro-

cytes and neurons, respectively.

Cholesterol Labeling
The blue fluorescent probe, filipin (Bornig and Geyer, 1974), was

used to study the distribution of nonsterified cholesterol. Astrocytes

growing on coverslips were exposed to different concentrations of

cholesterol for 48 h. Then the cells were washed three times in 13

PBS, fixed in 4% of 0.1 M paraformaldehyde/PB, and blocked and

permeabilized in 13 PBS/0.2% Triton X-100 solutions. The cells

were then incubated in the dark with 100 ng/ml of filipin in 13

PBS for 2 h. After three washes with 13 PBS, the cells were

observed at 20 and 403 magnifications under an inverted fluores-

cence microscope (Olympus 1X71) at 360 nm excitation and

460 nm emission.

Lipid Raft Staining
To stain the lipid rafts, astrocytes were cultured following the immu-

nofluorescence protocol that is based on the binding of the CTB

subunit to the glucosphingolipid GM1 ganglioside (GM1). After

treatment with 50 mM cholesterol for 48 h, the culture medium was

removed and the cells were incubated with 1 lg/ml CTB–Alexa

Fluor 555 (Blank et al., 2007) for 2 h before fixation with 1% para-

formaldehyde/0.1 M PB for 5 min. After three washes with 13

PBS, cells were incubated with H€oechst for 20 min. Astrocytes were

observed using a confocal microscope.

Immunoblot Analysis
Protein content of the cell lysates was measured using the Bio-Rad

DCTM protein assay kit. Equal amounts of protein (20 or 90 lg)

were loaded in 10, 12, or 15% Bis-Tris acrylamide SDS gels and

transferred onto AmershamTM HybondTM-ECL membranes. The

blots were blocked with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline

with 0.1% Tween 20 (TBST), pH 8.0, for 1 h at room temperature

(RT) or overnight at 48C. Subsequently, the blots were incubated

with the following primary antibodies (1:1000) overnight at 48C:

total APP and sAPPa (22C11); C-99 and C-83 (A4, I-17); sAPPb

APP (EPR5118); BACE-1 (1:500), GFAP (1:1000), and b-actin

(1:1000). After three washes with TBST, membranes were incubated

with either, horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-

mouse antibodies (1:5000), goat anti-rabbit antibodies (1:6000), or

chicken anti-goat antibodies (1:20000) for 2 h at RT then detected

using ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP Substrate

reagents and Kodak BioMax Light Films. For relative quantification

of immunosignal, band intensities were analyzed with ImageJ

software.

Coimmunoprecipitation Analysis
To analyze protein interactions between APP and BACE-1, coimmu-

noprecipitation analysis was carried out according to the Protein A-

agarose manufacturer protocol for immunoprecipitation (Millipore),

with some modifications. Cell lysates were prepared at a concentra-

tion of 1 lg/ll of protein. 500lg of cell lysate was added to a

microfuge tube followed by the addition of the anti-APP antibody.

The reaction mixture was incubated overnight at 48C with gentle

rocking. Then, 100 ll of protein A-agarose was added to immobilize

immunocomplexes. After 2 h at 48C, protein complexes were

washed, eluted, and analyzed by Western blotting.

Immunofluorescence
Astrocytes were grown on coverslips in 12-well plates. After different

treatments, the cells were washed with cold 0.1 M PB twice, fixed

with 4% paraformaldehyde/0.1 M PB for 20 min, and washed three

times with 0.1 M PB/0.3% Triton X-100. Cells were permeabilized

with 0.1 M PB containing 0.3% Triton X-100 for 10 min and left

in blocking solution (0.1 M PB/0.3% Triton X-100/5% BSA) for

2 h at RT or overnight at 48C. Then, cells were incubated with anti-

GFAP antibody (1:1000), anti-APP antibody 22C11 (1:1000) or

anti-BACE-1 antibody (1:1000) overnight at 48C and washed three

times with 0.1 M PB/0.3% Triton X-100. Subsequently, cells were

immediately incubated with goat anti-rabbit Alexa 546 antibody

(1:1000), donkey anti-mouse Alexa 488 (1:1000) or goat anti-rabbit

Alexa 488 (1:1000) for 1 h at RT. Then cells were washed and cov-

ered with fluorescent mounting medium (DAKO) and analyzed with

a confocal microscope or DSU microscope. Cross-reactivity was

excluded by using appropriate controls (control sections were incu-

bated in the same solutions as experimental sections but without pri-

mary antibodies).

Ab42 and Ab40 ELISA
Ab42 or Ab40 peptides secreted into the culture media by astrocytes

were measured by sandwich enzyme-linked immunoabsorbant assay

(ELISA) according to the manufacturer’s instructions. In brief, a 96-

well plate was coated with the monoclonal antibody specific for the

amino-terminus of human Ab. The standards of HuAb42 or

HuAb40 were prepared at 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, and

0 pg/ml and added to the standard wells. The samples were diluted

to appropriate concentrations for the tests and added to the wells.

The antibodies against Ab42 or Ab40 were added and incubated for

3 h at RT. After washing, rabbit IgG HRP working solution was

aggregated and incubated for 30 min at RT. Stabilized chromogen

was added and the plate was incubated for 30 min. After incubation,

an inactivation solution was added. Absorbance of each sample was

measured using a microplate reader/spectrophotometer. Peptide levels

were normalized with respect to the total protein concentration for

each cell lysate and expressed as pg/mg of total protein or percent of

control.
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ROS Measurement
Astrocytes were cultured in the same manner as in the immunofluo-

rescence protocol. After the following treatments, the culture

medium was removed and the cells were incubated with 2 mM dihy-

droethidium for 2 h: (1) 25 or 50 mM cholesterol for 48 h with or

without antioxidant or (2) 25 mM Euk-134 (a synthetic superoxide

dismutase/catalase mimetic) for 24 h. Then astrocytes were fixed

with 1% paraformaldehyde/0.1 M PB for 5 min, washed with 13

PBS three times and incubated with H€oechst for 20 min. Finally,

cells were washed three times with 13 PBS and observed at 53

magnifications under an inverted fluorescence microscope (Olympus

1X71) at 535 nm excitation and 610 nm emission. As a positive

control for ROS formation, cells were treated with 25 mM H2O2 for

2 h. ROS were also determined with a modified fluorometric assay,

which employs DHR 123 as the probe (Lee et al., 2003). When

DHR is oxidized by H2O2 in the presence of peroxidases it produces

the fluorescent compound rhodamine 123 (RDH; Gomes et al.,

2005). After treatments astrocytes were scraped and 100 ll aliquot

of the samples was centrifuged at 1200 rpm for 5 min. Then, 180

ll of buffer containing in mM: 140 NaCl, 5 KCl, 0.8 MgSO4, 1.8

CaCl2, 5 glucose, 15 HEPES, and 20 ll of 1 lM DHR were added

to the pellet and incubated at 378C for 2 min. The fluorescent prod-

uct RDH was measured using a spectrophotometer at 505 nm and

extrapolated in a curve of RDH.

Statistical Analysis
Intensities of densitometric scanning of specific bands obtained from

western blots were quantified with ImageJ software. Statistical signifi-

cance was determined by one-way ANOVA and Dunnett’s post hoc

test using the GraphPad Prism 4 software program. At least three

independent astrocyte cultures from a pool of five cortices were ana-

lyzed for each experiment. The data are presented as the mean-

6 standard deviation of and P< 0.05 was considered significant.

Results

Cholesterol Promotes the Formation
of Lipid Raft Patches
To investigate the effect of cholesterol on astrocyte morphol-

ogy and metabolism, we first determined the extent of choles-

terol incorporation into the astrocytes from cholesterol

included as a supplement in the media. Astrocytes were

stained with filipin after being exposed to 25 or 50 lM cho-

lesterol for 48 h. Figure 1A shows the dose-dependent incor-

poration of cholesterol distributed along the soma and

FIGURE 1: Cholesterol load and GM1 localization in astrocytes. Astrocytes were incubated with 25 and 50 lM cholesterol for 48 h. A:
Cells were stained with 100 ng/ml of filipin (cyan blue). 103. Scale bar: 80 mm. B: Astrocytes were treated with 50 mM of cholesterol for
48 h. Top panel: cells were stained with CTB to label GM1 gangliosides (red) and nuclei with H€oechst (blue); Bottom panel: astrocytes
were stained with CTB (red) and filipin (blue). 103. Scale bar: 80 mm.
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processes of the astrocytes. As a marker for the glycosphingo-

lipids components of lipid rafts, we used CTB, which specifi-

cally binds the ganglioside GM1 (Kenworthy et al., 2000;

Orlandi and Fishman, 1998). We found that cholesterol upre-

gulates the CTB immunosignal that corresponds to sites

where cholesterol was stained with filipin (Fig. 1B).

Cholesterol-Induced Astrocyte Activation
Cholesterol exposure induced changes in astrocyte morphol-

ogy that were characterized by immunofluorescence staining

of the intermediate filament protein GFAP (Fig. 2A). Control

astrocytes exhibited stellate processes and a polygonal mor-

phology typical of monolayer astrocyte cultures. After choles-

terol exposure a significant dose-response increase (50 and

100%) in GFAP protein levels were observed, indicating an

activated astrocyte state (Fig. 2B).

Cholesterol Content Modulates the Levels of APP
Despite extensive studies on the role of cholesterol in APP

processing in neurons and the well-established connections

between aberrant cholesterol trafficking and Ab production in

the brain (Burns et al., 2003), we decided to assess whether

cholesterol accumulation also affects the APP metabolism in

astrocytes. We found a significant two- and three-fold increase

in APP levels after exposure to 25 or 50 lM cholesterol,

respectively, as determined by immunocytochemistry and

western blotting. The distribution of APP was significantly

higher in soma but also notably increased rounded the cells

(Fig. 3A,B). To further analyze, the cholesterol-dependent

modulation of APP levels, we incubated astrocytes with lova-

statin in serum-free media to inhibit the endogenous synthesis

of cholesterol and reduce the astrocyte cholesterol content.

We analyzed in control astrocytes the effect of serum with-

drawal on APP levels and observed that after 24 h, there is a

significant increase of APP. However, after 48 h the APP lev-

els were similar in the presence or absence of serum (data not

shown). At this time, we observed that lovastatin decreased

�25% of the APP levels compared with the controls

(Fig. 3C).

Cholesterol-Induced APP Expression Is Prevented
by Antioxidants
To determine a potential mechanism involved in cholesterol-

induced APP overexpression, we measured ROS production

FIGURE 2: Cholesterol induces astrocyte activation. Astrocytes were incubated with 25 and 50 lM cholesterol for 48 h. A: Left panels:
astrocytes were stained with GFAP (red) and H€oechst (blue); Right panels: fluorescence signals were converted to rainbow RGB for
intensity analysis. 203. Scale bar: 80 mm. (B) The levels of GFAP protein were detected by western blotting. Densitometric analysis of
GFAP bands were normalized with corresponding b-actin levels. n 5 4; * P < 0.01 vs. control.
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and the effects of Euk-134 antioxidant. As shown in Fig. 4,

cholesterol increased the number of dihydroethidium positive

cells, whereas Euk-134 antioxidant prevented this increase

(Fig. 4A,B). To further analyze the involvement of cholesterol

in ROS production we also determined the increase of RDH

fluorescence and we obtained similar results (Fig. 4C). When

astrocytes were incubated in the presence of cholesterol and

the antioxidant Euk-134, the APP levels were significantly

reduced (Fig. 4D). This indicates that the redox environment

produced by high cholesterol plays an important role in APP

expression.

Cholesterol Increases BACE-1 Levels and Promotes
Its Association with APP
BACE-1 expression was detected in control astrocytes and is

known to be upregulated in AD models and after an injury (Hart-

lage-Rubsamen et al., 2003; Rossner et al., 2001). The effects of

cholesterol on APP rise were also accompanied with a significant

two-fold increase in BACE-1 levels when cholesterol was added at

50 lM (Fig. 5A,B). The cellular distribution of BACE-1 was

observed, and similar to that described in neuronal cultures, it

displayed a scattered pattern near the cellular nuclei (Fig. 5A;

Patil et al., 2006). It is known that BACE-1-mediated APP

FIGURE 3: Effect of cholesterol on APP protein levels. Astrocytes were incubated with 25 or 50 lM cholesterol for 48 h. A: Left panels:
immunofluorescence against APP (green) and nuclei (Rr, radiant red); Right panels: fluorescence signals were converted to rainbow RGB
for intensity analysis. 203. Scale bar: 80 mm. B: APP protein levels were detected by western blotting and normalized to corresponding
levels of b-actin. n 5 4. * P <0.05 vs. control ** P <0.01 vs. control. C: Astrocytes were treated with 10 lM Lovastatin for 24 and 48 h in
serum free media. APP was detected by western blotting and densitometric analysis of APP bands were normalized to corresponding b-
actin bands. n 5 4. * P <0.01 vs. control.
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FIGURE 4: The effect of cholesterol on APP protein level is modulated by induced ROS formation. A: Astrocytes were incubated with 50 lM
cholesterol for 48 h. ROS generation was detected using the dihydroethidium (Dhet) assay. Left panels: dihydroethidium fluorescence in red;
Middle panels: fluorescence signals were converted to rainbow RGB for intensity analysis; Right panels: nuclei stained with H€oechst. 103.
Scale bar: 80 mm. B: Astrocytes were incubated with 25 and 50 lM cholesterol for 48 h, and/or 20 mM Euk-134 (for 24 h). Positive nuclei to
dyhidroethidium were detected and counted. Quantification represents the percentage of Dhet positive nuclei relative to total nuclei stained
with H€oechst. The nuclei were counted from six microscope fields per experiment. As a positive control for ROS formation, astrocytes were
incubated with 25 mM H2O2 for 2 h, n 5 4. *P < 0.01 vs. control. C: Astrocytes were incubated with 25 and 50 lM cholesterol for 48 h, and/or
20 mM Euk-134 (for 24 h). RDH fluorescence was quantified and presented as the percentage relative to control cells exposed to vehicle.
n 5 5. *P < 0.05 vs. control **P < 0.01 vs. control. D: APP levels were detected by western blotting after cholesterol treatment in the absence
or presence of antioxidant Euk-134. Densitometric analysis of APP. n 5 3–4. *P < 0.05 vs. control **P < 0.01 vs. control.
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FIGURE 5: Cholesterol modulates BACE-1 protein levels and its interaction with APP. Astrocytes were incubated with 25 or 50 lM cho-
lesterol for 48 h. A: Top panels: immunofluorescence against BACE-1 (green) and nuclei (Rr, radiant red); Bottom panels: fluorescence
signals were converted to rainbow RGB for intensity analysis. 1003. Scale bar: 20 mm. B: BACE-1 levels were detected by western blot-
ting and normalized to corresponding b-actin levels. n 5 4. *P <0.01 vs. control. C: A coimmunoprecipitation assay was performed. Top
row: APP was immunoprecipitated and BACE-1 was detected by western blotting; middle row: APP was immunoprecipitated and APP
was detected by western blotting; bottom row: a random protein stained with Ponceau red was used as a loading control. Quantifica-
tion was completed by normalizing the top line with the corresponding middle line. n 5 3. *P <0.05 vs. control.
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processing in neurons is favored in cholesterol-enriched lipid

membranes. To investigate if the association of APP with BACE-1

was increased in cholesterol-loaded astrocytes, we conducted co-

immunoprecipitation experiments, which showed that effectively

cholesterol promotes APP/BACE-1 interaction (Fig. 5C).

Cholesterol Modulates the Amyloidogenic Process
of APP
BACE-1 cleaves APP at the major Asp11 site to generate C-

99, which is subsequently cleaved by g-secretase in the amyloi-

dogenic pathway of APP processing. Thus, we next determined

whether the upregulation of BACE-1 in response to cholesterol

incubation affected APP processing at the b-secretase site. Simi-

lar to previously reported results, we found that the C-99 frag-

ment levels were significantly higher in the cholesterol-treated

astrocytes compared to the controls (Fig. 6A). In view that cho-

lesterol seems to upregulate the amyloidogenic route, we also

analyzed the content of Ab peptides. A slight but significant

increase was observed in the secretion of Ab40 while there were

no changes in Ab42 (Fig. 6C). Because astrocytes have robust

Ab uptake and degradation systems, we also measured the

intracellular contents of Ab peptides after cholesterol exposure.

Although we did not observe modification in the astrocyte con-

tents of Ab at any time in this study (Fig. 6D), we found a sig-

nificant reduction of the sAPPa fragment, which is the secreted

product of the non-amyloidogenic metabolism of APP, as well

as a significant increase in the secreted fragment sAPPb, prod-

uct of BACE-1 activity (Fig. 6B). These results are in agreement

with the cholesterol-promoted increase of the amyloidogenic

processing of APP.

Discussion

Our study focused on the role of increased cholesterol con-

centrations in the amyloidogenic processing of the APP in

primary astrocytes. Activated astrocytes are always present in

the brains of patients with AD and in transgenic models

(Carter et al., 2012; Kamphuis et al., 2012; Pekny et al.,

2014). In fact, reactive gliosis appears to precede the charac-

teristic lesions of AD (Wharton et al., 2009), suggesting the

involvement of glial activation in the expression of the disease

markers. Many studies attempting to elucidate the involve-

ment of astrocytes in AD pathology have primarily focused

on the interaction between amyloid plaques and perturbed

astrocyte homeostasis. In this regard, researchers have pro-

posed that it is via neuroinflammation that metabolic dys-

function of astrocytes contributes to Ab pathology, by

reducing Ab clearance. In this study, we found that high cho-

lesterol induces astrocytes activation and triggers APP expres-

sion and metabolism. Our findings also show that

modifications of cholesterol contents regulate the association

between APP and BACE-1. In addition, we found that astro-

cytes exposed to the cholesterol-lowering compound lovastatin

have significantly reduced APP levels.

The cholesterol hypothesis in AD is still controversial

considering that, significant changes in cholesterol levels in

serum/plasma and in the brains of AD patients have not been

consistently found (for review see Wood et al., 2014). How-

ever, changes in location of membrane cholesterol domains

may take place with no or minimal change in cholesterol lev-

els in the brain. Cholesterol alters the lipid microenviron-

ment, thus, cholesterol binding to neuronal APP in

membranes could provide an optimal physico-chemical envi-

ronment for the activity of BACE-1, and therefore activate

the amyloidogenic pathway (Wood et al., 2014). In this

regard, we found that cholesterol increased the lipid rafts-like

content, observed by visualizing rafts with the GM1 marker,

CTB. Although it has been reported that the CTB binding

cannot be completely specific for GM1 (Blank et al., 2007),

our results demonstrated an increase in the CTB signal after

cholesterol loading that was particularly strong for those sites

colabeled with filipin.

Lipid raft formation has been previously reported to

promote the membrane association of APP, presenilin, and

BACE-1 and to increase Ab production in neurons (Ehehalt

et al., 2003; Marquer et al., 2011; Riddell et al., 2001; Vetri-

vel et al., 2004; Wahrle et al., 2002). Similarly, we found that

cholesterol treatment of astrocytes induced a notable increase

in the APP-derived C-99 peptide and the sAPPb, both frag-

ments derived from BACE-1 activity, demonstrating the pro-

motion of the amyloidogenic processing. However, we

detected only a slight secretion of Ab40 into the medium for

this cell type. This apparent discrepancy probably arises

because primary astrocytes have a rapid uptake system and an

efficient degradation mechanism for this peptide (Nielsen

et al., 2010). However, the astrocyte clearance function can

also be compromised in AD (Mulder et al., 2012), and a sig-

nificant increase in secreted Ab might occur in this pathologi-

cal situation. However, the small changes detected in Ab40/

42 could be because astrocytes are able to produce and secrete

different patterns of N-terminally truncated Ab variants that

were no detected in this study (Oberstein et al., 2014).

Finally, it is possible that in the present model, cholesterol

promoted the interaction between BACE-1 and APP without

affecting the activity of g-secretase to complete the Ab pro-

duction. As reported in studies on neurons, (Ferrera et al.,

2008; Mendoza-Oliva et al., 2013), exposure of astrocytes to

free cholesterol was associated with ROS production which

apparently is involved in cholesterol-induced APP expression

because it was completely prevented in the presence of the

potent antioxidant Euk-134.
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APP synthesis, trafficking, and cleavage are highly regu-

lated and complex processes. From our study, it is important

to mention that favoring the amyloidogenic processing of

APP cannot only increase Ab production, but also decreases

the content of other peptides derived from the nonamyloido-

genic route, including the sAPPa. It is known that the sAPPa

fragment is generated by the action of a-secretase enzyme,

which is usually located outside the cholesterol-enriched

patches in neuronal membranes (Riddell et al., 2001). The

reduction of sAPPa also plays an independent role in causing

pathological consequences to the brain for APP cleavage

products other than Ab (Kuhn et al., 2010) and astrocytes

may contribute to this decrease. APP shares similar amino

acid sequence with the protein APLP-2, particularly in the N-

terminal part of the transmembrane domain. However, our

results showed that the effects of cholesterol were also

FIGURE 6: Cholesterol modulates the amyloidogenic and nonamyloidogenic processing of APP. Astrocytes were incubated with 25 or 50
lM cholesterol for 48 h. A: Representative blot and densitometric analysis of the C-99 and C-83 fragments. n 5 3. *P < 0.05 vs. control.
B: Secreted sAPPa (left) and sAPPb (right) were detected by western blotting: for sAPPa and sAPPb 30 and 90 lg of protein were
loaded, respectively. For densitometric analysis, sAPPa and sAPPb bands were normalized with a random protein stained with Ponceau
red. sAPPa: n 5 5 and *P <0.01 vs. control. sAPPb: n 5 4 and *P < 0.05. C: Secreted Ab42 and Ab40 peptides were detected by ELISA
assay. Ab42: n 5 4; Ab40: n 5 5 and *P < 0.05 vs. control. D: Intracellular Ab42 and Ab40 peptides were detected by ELISA assay, Ab42,
and Ab40: n 5 4.
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accompanied by changes in the production of C-terminal

fragment, C-99, and sAPPb peptide, demonstrating the role

of cholesterol on APP processing. Based on our findings we

propose a bidirectional mode for cholesterol action: (1) dis-

turbances in astrocyte cholesterol will induce oxidative stress

and APP upregulation, and (2) through the promotion of

lipid raft formation, cholesterol would favor the association of

APP and BACE-1, resulting in the activation of the amyloi-

dogenic route. In both cases, astrocytes activated by choles-

terol might be a factor that contributes to the amyloid load

in the brain of an AD patients. It is interesting that astrocytes

are deeply in contact with synapses and blood vessels. Thus,

it is feasible that local production of Ab by astrocytes may be

toxic to these brain components, which are both highly

involved in the physiopathology of this disease.

In conclusion, these data supports the hypothesis that

cholesterol increase in astrocytes is an important factor for

promoting APP expression and metabolism, and research

efforts will need to account for the mechanisms leading to

cholesterol dysfunction in this cell type. This topic may have

important implications for our understanding of the pathoge-

nesis of this neurodegenerative disease. The participation of

astrocytes in Ab production may be a potential target for the

treatment of AD.
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a  b  s t r a  c t

A  growing  body of research  suggests  that  astrocytes  play  roles  as  contributors to the  pathophysiology  of
Alzheimer’s  disease (AD).  Several  lines  of evidence  propose  that  activated  astrocytes  produce  and  release
proinflammatory  molecules  that  may  be  critical  for the  generation of amyloid-�  peptide  (A�). However,
accumulating  evidence indicates  that  A�  may  activate  astrocytes,  which  leads  to an increase  in cytokines
that  has  been  suggested  to be a causative  factor  in the  cognitive  dysfunction  of AD; thus,  a vicious  circle
may  be  created.  Intrinsic inflammatory  mechanisms  may  provide  a  regulatory system that  is capable of
influencing  the  neuronal microenvironment  that affects neuronal survival.  In this  article,  we address  the
evidence  surrounding the  interactions  of dysfunctional  astrocytes  with  neighboring  neurons that may
myloid  � metabolism
ytokines
eurodegeneration
euroinflammation

initiate  a  cascade of events  that  culminates  with  neuronal injury  and  the  expression of  the  hallmark
lesions  of AD. Comprehensive  knowledge  of the  molecular  mechanisms  underlying the  participation
of  astrocytes  in neurodegeneration could  aid the  development  of therapies  to restore  proper  astrocyte
function  that  can  be used in AD  patients to prevent or  alleviate  the  progression of the  disease in a  more
efficient  and  comprehensive  manner.

©  2014  Elsevier B.V.  All  rights  reserved.
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. Introduction

Dementia is a  condition that results from a variety of brain
iseases whose incidences have increased with the increase in

ife expectancy. The global incidence of dementia is estimated to
e 35.6 million and is  projected to nearly double every 20 years
o reach 65.7 million in 2030. Alzheimer’s disease (AD) consti-
utes 60 to  70% of dementia cases (WHO, 2012). Clinically, AD is
efined by the progressive decline of memory, and histopatholog-

cally characterized by the presence of extracellular aggregates of
myloid-� (A�) peptide and intraneuronal neurofibrillary tangles
hat are composed of hyperphosphorylated tau protein. Aging is
he main risk factor for late-onset AD, but it is possible that multi-
le neuronal abnormalities occur simultaneously in  the brain and

ead to the progressive disconnection of neuronal networks and the
ppearance of clinical symptoms. These alterations include genetic
olymorphisms, epigenetic modifications, abnormal immune or

nflammatory responses, traumatic brain injury, oxidative stress
nd mitochondrial dysfunction (Hardy, 1997; Podlesniy et al., 2013;
ao et al., 2012; Small, 1998). According to  the amyloid cascade
ypothesis, the deposition of A� in  the brain initiates the patho-

ogical events that result in inflammation, synaptic dysfunction,
ynaptic loss and neuronal death (Walsh and Selkoe, 2004). Local
nd chronic neuroinflammation are constant features of AD brains,
hich are characterized by  activated microglia and astrocytes that

urround amyloid plaques and neurons that carry neurofibrillary
angles (Sastre et al., 2006).

. Emerging roles of astrocytes in the brain

Astrocytes are the most abundant glial cells in the central
ervous system (CNS) and play multiple roles in organizing and
aintaining brain structure and function (Maragakis and Rothstein,

006; Sofroniew and Vinters, 2010). Astrocytes dynamically mod-
late information processing and signal transmission, regulate
eural and synaptic plasticity and provide trophic and metabolic
upport to  neurons (Blackburn et al., 2009; Halassa and Haydon,
010; Henneberger et al., 2010; Perea et al., 2009). Additionally,
strocytes regulate local CNS blood flow in  response to  changes
n neuronal activity (Koehler et al., 2009). Indeed, a  number of

olecules, such as prostaglandins (PGE), nitric oxide (NO) and
rachidonic acid (AA), that increase or decrease CNS blood vessel
iameter and blood flow are produced by astrocytes (Gordon et al.,
007; Iadecola and Nedergaard, 2007).

Unlike neurons, astrocytes do not  propagate action potentials
long their processes; however, astrocytes do exhibit regulated
ncreases in  intracellular calcium concentrations [Ca2+]i that rep-
esent a form of astrocytic excitability (Charles et al., 1991;
ornell-Bell et al., 1990; Nedergaard et al., 2003; Seifert et al.,
006). Increases in astrocytic [Ca2+]i are of functional significance

n astrocyte/astrocyte and astrocyte/neuron communication. Other
hysiological functions of astrocytes include the maintenance of
uid, ion, pH, and neurotransmitter homeostasis in the synaptic
pace (Sattler and Rothstein, 2006; Seifert et al., 2006; Simard
nd Nedergaard, 2004; Zador et al., 2009). After the reuptake
f neurotransmitters into astrocytes, the neurotransmitters are
etabolized and transformed into precursors that can be returned

o the neurons to be converted into active neurotransmitters. In
esponse to  changes in  neuronal synaptic activity, astrocytes are
ble to release gliotransmitters, such as purines and glutamate that
ffect neuronal excitability (Halassa et al., 2007; Nedergaard et al.,

003; Perea et al., 2009). Such evidence has given rise to the ‘tri-
artite synapse’ hypothesis, which states that astrocytes directly

nteract with neurons during synaptic activity in a  manner that is
ssential for information processing in  neural circuits (Araque et al.,
arch Reviews 18 (2014) 29–40

1999; Halassa et al., 2007; Perea et al., 2009). This concept sug-
gests that astrocytes, in  coordination with pre- and post-synaptic
neuronal elements, constitute a  functional synapse (Agulhon et al.,
2008). It  was generally accepted that the astrocyte release of glio-
transmitters is  a  Ca2±-dependent process, but Fiacco et al. (2007)
demonstrated that Ca2± elevations in  hippocampal astrocytes do
not affect the basal miniature excitatory activity. More recent evi-
dence on the hippocampus has confirmed that the Ca2± increase
in astrocytes does not affect the spontaneous or evoked excit-
atory action potential or short- and long-term plasticity at Schaffer
collateral-CA1 synapses (Agulhon et al., 2010). Moreover, in 2012,
the same research team found that Ca2± elevations alone are
not sufficient for transmitter release by astrocytes, and additional
factors, such as inflammatory molecules, appear to be required.
Thus, astrocytes could be activated and transformed into compe-
tent gliotransmitter-releasing cells during the early stages of  an
inflammatory process that is associated with neurodegeneration
(Agulhon et al., 2012).

Brain  damage is accompanied by astrocytic activation (Fig. 1)
that is characterized by the upregulation of glial fibrillary acidic
protein (GFAP) and proliferative and morphological alterations
(Kato et al., 1998; Pekny and Nilsson, 2005). Although activated
astrocytes may  provide neuroprotection via the release of neu-
rotrophic factors, they also participate in  inflammatory reactions
by expressing pro-inflammatory molecules, such as cytokines and
chemokines (Farina et al., 2007) that may  participate in some
neurodegenerative changes. Astrocytes throughout the entorhinal
cortices of AD patients gradually accumulate A�42 species that
positively correlated with the extent of local AD histopathology
(Nagele et al., 2003). Although significant progress in  the under-
standing of the function of astrocytes in  the brain has been made
over the last few decades, the cellular and functional responses of
astrocytes to injury during the progression of AD are not completely
understood (Attwell et al., 2010; Halassa and Haydon, 2010).

3.  Astrocytic participation in cerebrovascular alterations in
AD

Cerebrovascular dysregulation is an important feature of AD
pathology that is  associated with ischemic injury and brain-blood
barrier (BBB) damage (Kalaria, 2000, 1999). Epidemiological studies
suggest a relationship between AD pathology and cardiovascu-
lar disease and indicate that sporadic AD represents a cerebral
vascular disorder that is  caused by impaired neuronal perfusion
(de la  Torre, 2004) and/or by the accumulation of toxic products
caused by altered BBB permeability (Zlokovic, 2014). Diverse stud-
ies in  humans have demonstrated in vivo hypoperfusion in AD and
that brain hypoperfusion–hypoxia, silent infarcts, stroke episodes
and transient ischemic or hypoxic attacks increase the risk of  AD
(Vermeer et al., 2003). Photon emission computed tomography
has been used to identify areas of initial hypoperfusion defects in
parahippocampal gyri in patients with mild cognitive impairment
that converted to AD (Park et al., 2011). Computer tomography
studies have also revealed changes in  the cerebral blood flow in
the frontal cortex, temporal cortex, hippocampus, and basal ganglia
in patients with AD (Tang et al., 2012). Of all of  the cerebrovascu-
lar comorbidities found, cerebral amyloid angiopathy is  the most
common pathological finding. This condition is present in up to
90% of AD patients (Jellinger, 2002; Vinters, 1987) and may  result
from a  failure to eliminate A� from the cerebral vasculature (Weller
et al., 2009). Astrocytes are active participants of the neurovascular

unit (NVU) formed by the collective action of neurons, astrocytes,
pericytes and microglia. The NVU controls BBB permeability and
cerebral blood flow, which are crucial in the maintenance of brain
homeostasis. The astrocytic endfeet function as a  barrier between
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eurons and blood vessels and are highly specialized cellular com-
artments that coordinate the dynamic regulation of local blood
ow in response to  metabolic demands (reviewed in  Petzold and
urthy, 2011). A partial blockade of perivascular fluid flow is pos-

ulated to  contribute to the pathophysiology of AD (Weller et al.,
008). The deposition of amyloid protein in brain microvascula-
ure obstructs capillary blood flow, resulting in the failure of the
fflux transport, the accumulation of toxic compounds, changes in
etabolic composition and, subsequently, synaptic and neuronal

ysfunction (Zlokovic, 2014). Intercellular Ca2+ waves between
strocytes exposed to A� were also increased in frequency and
mplitude in both cultured cells and in vivo (Haughey and Mattson,
003), which could change neurovascular coupling, stimulating
he release of vasoactive compounds, such as arachidonic acid and
itric oxide, which dilate or  constrict neighboring arterioles. In AD,
here are also changes in the proteolytic microenvironment and
n astrocytic-mediated inflammatory state that may  lead to the
mpairment of BBB integrity and may  contribute to the occurrence
f the cerebral microbleeds and intracerebral hemorrhages that are
requently found in sporadic AD brains (Cordonnier and van der
lier, 2011).

.  Astrocytes and A� metabolism

The  A� peptide is  produced by  the proteolytic metabolism of
he amyloid precursor protein (APP), which is  an integral mem-
rane glycoprotein that is  highly expressed in the CNS. APP can
ndergo endoproteolytic processing by different secretases via  the
on-amyloidogenic pathway and, less frequently, the amyloido-
enic pathway. In the non-amyloidogenic pathway, APP shedding
ccurs via the �-secretase proteolytic enzyme that acts on the mid-

le of the A� domain and thus  precludes the generation of A�. In
he A� pathway, APP is  sequentially proteolyzed by the �-secretase
ctivity of �-site APP cleaving enzyme (BACE-1) and then by the �-
ecretase enzyme within its transmembrane domain, which leads
AP, glial fibrillarly acidic protein; S100�, S100 calcium binding protein �; BACE-1,
n.

to A� generation. The cleavage by �-secretase is heterogeneous
and gives rise to  A� species that range from 37  to 43 amino acids in
length. The major product generated is  A�40; although the minor
A�42 species represent only 10% of the total A�, they are believed
to be  the causative agents of AD because of  their ability to  form
aggregates (Lichtenthaler et al., 2011; Selkoe, 1994; Zhang et al.,
2011).

The vast majority of the studies of APP metabolism and A�
production have focused on neurons, and the role of  the astro-
cytes remains largely unexplored. Recent reports suggested an A�
accumulation in astrocytes (Veeraraghavalu et al., 2014) and over-
expression of BACE-1 in  response to chronic stress that promotes
A� generation (Rossner et al., 2005). The presence of  activated
astrocytes is  constant in  the brains of patients with AD and in trans-
genic models of the disease (Carter et al., 2012; Kamphuis et al.,
2012; Kraft et al., 2013; Pekny et al., 2014). Moreover, in  samples
from human brains, increases in reactive gliosis appear to precede
the development of the characteristic lesions of  AD (Wharton et al.,
2009). In this disease, astrogliosis is focal such that the astrocytes
are close to the amyloid plaques or to the diffuse deposits and sur-
round them with dense layers of processes that form small scars
(Jarvis et al., 2007; Nagele et al., 2004; Pihlaja et al., 2008; Thal
et al., 2000; Wyss-Coray, 2006). Experiments have proven that
the formation of A� is closely related to  activated glia (Guo et al.,
2011). In  contrast, emerging evidence has demonstrated that the
A�-mediated activation of astrocytes is  characterized by morpho-
logical changes that are reflected by increases in  GFAP and the
neurotrophic factor S100� (Mrak and Griffin, 2001a,b; Nagele et al.,
2003). A�42 oligomers might activate astrocytes and induce dose-
but not  time-dependent increases in the expression of GFAP and IL-
1�  and gradually decrease the viability of the astrocytes (Hou et al.,

2011). In AD, activated astrocytes form halos that surround the neu-
ritic plaques that strongly overexpress the serine protease inhibitor
�1-antichymotrypsin (ACT), which is an acute phase protein that
has been suggested to inhibit �-amyloid breakdown and to be a



3 g Rese

n
e
e
t
a
(
l
fl
l
n

5

i
p
a
A
t
t
i
b
(
l
I
2
T
e
a
t
i
s
I
t
i
m
c
t
t
m
o
h
A
N
c
u
f
d
s
f
(
c
n
b
t
d
e
t
t
t
a
t
o
t
J
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eurotoxin that induces the hyperphosphorylation of tau (Akiyama
t al., 2000; Licastro et al., 1998; Nagele et al., 2004; Padmanabhan
t al., 2006; Styren et al., 1998). Hence, the release of ACT by reac-
ive astrocytes may  potentially have roles in both the increase in
myloid plaque burden and the incidence of neurofibrillary tangles
Padmanabhan et al., 2006). Astrocytes recruited to  the A� plaques
ikely prolong the neuroinflammatory process by  secreting proin-
ammatory molecules, such as IL-1�, NO and TNF-�, which might

ead to pathogenic chronic neuroinflammation and contribute to
eurodegeneration in  AD (Dahlgren et al., 2002).

. A� clearance by astrocytes

At  present, the mechanisms by which A� is  progressively
ncreased in  the brains of sporadic AD patients are not com-
letely understood. Among the possible mechanisms of A�
ccumulation, an increase in the amyloidogenic processing of
PP or, alternatively, an impairment of the clearance of A� due

o decreased catabolism by proteolytic enzymes or impaired
ransport across the BBB are considered here. Astrocytes are
nvolved in  both the uptake and clearance of A� from the
rain parenchyma into the perivascular space through the BBB
reviewed in Thal, 2012) and the degradation of A� by the fol-
owing three enzymes: neprylisin (NEP) (Carpentier et al., 2002;
wata et al., 2000), insulin-degrading enzyme (IDE) (Dorfman et al.,
010), and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) (Yin et al., 2006).
he inhibition of NEP by  angiotensin-converting enzyme-1 or
ndothelin-converting enzyme-2 significantly reduces A� clear-
nce (Pihlaja et al., 2011). Accordingly, in vivo studies in the
ransgenic Tg2576 mouse have shown that NEP is upregulated
n the reactive astrocytes that surround the A� plaques, which
uggests that astrogliosis has a  positive role  in A� degradation.
nterestingly, NEP protein levels decrease in mouse cerebral cor-
ices with age (Apelt et al., 2003; Mohajeri et al., 2002). However,
t was recently reported that NEP and scavenger receptor class B

ember 1 (SCARB1) expression are upregulated in  normal astro-
ytes and that astrocytes derived from AD patients do not exhibit
his increase; these findings suggest a  defect of astrocyte func-
ion in AD (Mulder et al., 2012). Astrocytes are  more efficient than

icroglia in  taking up A�42, particularly during the early stages
f the progression of AD (Nielsen et al., 2010). In this respect, it
as been reported that astrocytes preferably uptake oligomeric
� over fibrillar A� (Guénette, 2003; Nicoll and Weller, 2003;
ielsen et al., 2010; Shaffer et al., 1995). Using flow cytometry and
onfocal laser scanning microscopy, Nielsen and co-workers eval-
ated the binding and internalization of A�42 by primary human
etal astrocytes and adult astrocytes that were isolated from non-
emented subjects and AD patients. Although the fetal astrocytes
eem to  be more efficient in  the uptake A�42, no significant dif-
erences were observed between the AD and non-AD astrocytes
Nielsen et al., 2009, 2010). These findings may  indicate that astro-
ytes in AD have altered proteolytic A� degradation abilities but
ot altered A� uptake competence. The efficiency of A� clearance
y astrocytes is not only related to  the physicochemical state of
he A� peptides but also depends on complex interactions with
iverse brain microenvironmental factors. In 2003, Wyss-Coray
t al. (2003) showed that cultured astrocytes migrate in  response
o monocyte chemo attractant protein-1 (MCP-1), a  chemokine
hat is present near AD lesions, and demonstrated that this migra-
ion was inhibited by  interaction with immobilized A�42. These
uthors also observed that  astrocytes bind and degrade A�42 when

hey are placed on A�-laden brain sections from a mouse model
f AD (Wyss-Coray et al., 2003). Amyloid plaque-associated pro-
eins (AAPs), such as �1-antichymotrypsin (ACT), apolipoproteins

 and E (ApoJ and ApoE) and a mixture of serum amyloid P  (SAP)
arch Reviews 18 (2014) 29–40

and  C1q (SAP-C1q), can also modify A�-uptake by  human astro-
cytes. In the presence of SAP/C1q, the proportion of fibrillar A�
increases and results in  a  reduction of the uptake of  oligomeric A�
(Nielsen et al., 2010). Another important molecule that is related
to the uptake of A� by astrocytes is  the lipoprotein lipase (LPL)
enzyme, which is  abundantly expressed in  brain. In AD,  LPL co-
localizes with senile plaques and promotes A� uptake by acting
as a  bridging molecule through interactions with surface sulfated
glycosaminoglycan molecules (Nishitsuji et al., 2011). The overex-
pression of the low-density lipoprotein receptor (LDLR) increases
the uptake and clearance of A� by astrocytes in  a similar man-
ner. Once internalized, A� is  primarily degraded in the lysosomal
pathway (Basak et al., 2012; Kim et al., 2009; Nishitsuji et al., 2011).

6. Neuroinflammation: A link between astrocytes and AD

Although  inflammation is a  fundamental protective immuno-
logical response, a proper balance between inflammation in
response to tissue damage and immunosuppression, which favors
tissue regeneration, is  fundamental for controlled reactions to
CNS damage. Long-lasting inflammation contributes to the patho-
genesis of many chronic human diseases including AD (Medeiros
and LaFerla, 2013). Epidemiological studies indicate that anti-
inflammatory agents, such as non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs), have a beneficial effect on AD, indicating that
inflammation exacerbates the pathology, and several reports have
shown that NSAIDs are  protective in transgenic AD models (McGeer
and McGeer, 2003). Other studies have found that the beneficial
effects of NSAIDs are due to a  direct modulation of the �-secretase
activity (Lleo et al., 2004; Weggen et al., 2001, 2003; Zhou et al.,
2010). It  has also suggested that some of these drugs alter the
�-sheet conformation of A�, thus affecting their ability to  aggre-
gate in  vitro (Agdeppa et al., 2003; Thomas et al., 2001). However,
long-term placebo-controlled clinical trials with cyclooxygenase-2
(COX-2) inhibitors in mild-to-moderate AD patients have produced
negative results. Notably, subjects who  were previously exposed
to naproxen were 67% less likely to experience AD onset compared
with placebo. Some authors have hypothesized that the chronic
use of NSAIDs may  be beneficial only in the very early stages of the
AD process (coinciding with initial A� deposition, microglia acti-
vation and the consequent release of pro-inflammatory mediators)
(reviewed in Imbimbo et al., 2010).

A variety of inflammatory intermediaries, including IL-1�, IL-6,
TNF-� and TGF-�, are upregulated in  AD patients compared to
non-demented individuals, and it has been suggested that these
cytokines are  expressed and released by microglia, astrocytes and
neurons in AD brains and contribute to the physiopathology of the
disease (Henka and O’Banion, 2010). Increased levels of  IL-1� and
IL-6 (Araujo and Lapchak, 1994; Morimoto et al., 2011; Wood et al.,
1993) and decreased levels of TNF-� are known to  be present in  the
brains of individuals with AD (Lanzrein et al., 1998). Interestingly,
markers of inflammation have been observed in serum and CSF
long before indications of increased A� or hyperphosphorylated
tau (Schuitemaker et al., 2009), and the IL-6, TNF-�, IL-10 and IL-13
levels in plasma were found to  inversely correlate with ventricular
volume, whole brain volume or  entorhinal cortex volume in  AD
(Leung et al., 2013). On  the other hand, astrocyte-dependent
expression  of APP and BACE-1 has been observed in both AD
patients and transgenic mouse models. Since the early 1990s,
�-secretase activity (BACE-1) has been described in neural tissue,
neuronal cell lines (Seubert et al., 1993) and, to a  lesser extent,

in astrocytes (Zhao et al., 1996). In Tg2576 mice (Rossner et al.,
2001) and in  the human AD brain (Hartlage-Rubsamen et al., 2003;
Leuba et al., 2005; Rossner et al., 2005), reactive astrocytes around
amyloid plaques were found to  display BACE-1 immunoreactivity.
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owever, Zhao et al. (2007) demonstrated that BACE-1 was
levated in neurons and not in astrocytes in an APP overexpres-
ion mouse model and in AD brains. Currently, the discrepancy
etween the findings is thought to be due to  the use of BACE-1

ntibodies that were not  monospecific for BACE-1. However,
ecent findings suggest that a certain combination of proinflam-
atory cytokines in  AD could elevate astrocytic BACE-1 (Zhao

t al., 2011). Previous studies have gathered substantial evidence

ig. 3. Extracellular effects of the cytokines released by activated astrocytes. Following act
ignaling pathways, induce the expression of amyloidogenic proteins and affect memory
NK,  c-Jun N-terminal kinase; BACE-1, �-site APP cleaving enzyme-1; APP, amyloid pre
nterleukin 1-�; TNF-�, tumor necrosis factor-�.
ecules can stimulate other astrocytes and activate intracellular pathways that are
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that  demonstrates that astrocytes may  be  an important source
of A� in the presence of inflammatory cytokines (Figs. 2 and 3).
Interferon-� (IFN-�) in combination with TNF-� or IL-1� seems to
trigger A� production by supporting �-secretase cleavage of the

immature APP molecule (Blasko et al., 2000; Buxbaum et al., 1992;
Mrak and Griffin, 2001a,b). The exposure of  astrocytoma cells
and primary astrocytes from transgenic AD mice to IFN-� induces
rapid and robust increases in  BACE-1 and the amyloidogenic
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4 E. Avila-Muñoz, C. Arias /  Agein

ragment sAPP� (Hong et al., 2003). In  astrocytoma-derived
373MG  cells, the induction of BACE-1 expression by IFN-�
epends on the JAK2 and ERK1/2 signaling pathways, which in
urn induce the phosphorylation of STAT1, which then binds to a
equence in the promoter region of BACE-1 to  modulate its expres-
ion (Cho et al., 2007). In contrast, other studies have reported
hat BACE-1 mRNA levels do not  change in astrocytes from Tg2576

ouse brains (Bigl et al., 2000) and that the �-secretase activity
f primary astrocytes is controlled by  BACE-2 protein because
here is a translational block that prevents BACE-1 expression. It
as also been suggested that, in  astrocytoma cultures, treatment
ith cytokines, such as IFN-�, IL-� and TNF-�, does not promote

he expression of the BACE-1 enzyme and that inflammation may
egatively and positively affect the modulation of �-secretase
ctivity by BACE-2 depending on the differential responses of
ifferent brain regions (Bettegazzi et al., 2011). The differences in
he effects found by  various groups regarding the role of astrocytes
n APP metabolism may  depend on the different sources of the
strocytes or  the differences in the durations of the exposure to
he harmful stimuli; these differences also suggest the need for
xtensive investigations into the potential roles of astrocytes in
� generation and the relevant mechanisms involved. However,

he cumulative evidence indicates that A� may  activate astrocytes
nd lead to increases in the levels of the cytokine TNF-�, which
as been suggested to  be a  causative factor in the cognitive
ysfunction in  AD; if this suggestion is accurate, a vicious cycle
ay be created (Akiyama et al., 2000; McCoy and Tansey, 2008;

erry et al., 2001; Santello et al., 2011). For example, the deletion
f the TNF-� receptor 1 (TNFR1) gene in  APP transgenic mice
iminishes amyloid plaque formation and improves the cognitive
eficits by  down-regulating BACE-1 promoter activity (He et al.,
007), and the inhibition of TNF-� signaling reduces the accu-
ulation of the intraneuronal amyloidogenic fragment �-CTF in

he brains of 3xTg-AD mice treated with lipopolysaccharide (LPS)
McAlpine et al., 2009). Moreover, it has been reported that IL-1�
ncreases APP expression and exacerbates tau phosphorylation
hrough the p38 MAPK signaling pathway (Kitazawa et al., 2011;
heng et al., 2000; Yang et al., 1998). However, other studies have
ndicated that IL-1� may  play a  beneficial role in limiting AD
athology by modulating innate immune responses or promoting
on-amyloidogenic APP cleavage (Shaftel et al., 2007; Tachida
t al., 2008). Additionally, marked increases in A�40 and A�42
ave been observed in  primary astrocytes and astrocytoma cells

ollowing stimulation with combinations of interferon-� (IFN-�)
nd TNF-� or  IFN-� and IL-1� (Liao et al., 2004).

Another enzyme that may  be involved in  the amyloidogenic
athways  is nicastrin, which acts as a key regulator of the pre-
enilin 1(PS1)-mediated cleavage of APP by  �-secretase. It  has
een reported that nicastrin mRNA is constitutively expressed

n astrocytoma cells and is not regulated by  cytokines such as
NF-� and IL-1� (Satoh and Kuroda, 2001). However, increases
n PS1 and nicastrin expression have also been reported in  acti-
ated astrocytes and microglia after traumatic brain injury, while
n non-damaged brains, nicastrin and PS1 expression have been
ound to be  restricted to neurons (Nadler et al., 2008). The endoge-
ous mechanism regulating �-secretase activity remains elusive.

t has been shown that, in  response to  fibrillar A�, glial cells pro-
uce and release pro-inflammatory molecules that may  attenuate
icroglial phagocytosis and enhance the formation of plaques in

he brain (Koenigsknecht-Talboo and Landreth, 2005) and that the
njection of A�42 oligomers into the retrosplenial cortex results
n marked activation of astrocytes together with an activation of

he transcriptional nuclear factor-�B (NF-�B) and up-regulation of
NF-�, IL-1� and COX-2 (Carrero et al., 2012). Elevated expressions
f COX-2 mRNA and protein have been found predominantly in
ortical and hippocampal neurons in AD brains (Ho et al., 2001;
arch Reviews 18 (2014) 29–40

Pasinetti  and Aisen, 1998); conversely, COX-2 expression has been
shown to decline in  the advanced stages of the disease (Yermakova
and O’Banion, 2001). COX-2 expression has also been detected in
cultured astrocytes following A� treatment but not in the AD brain
(Hoozemans et al., 2001). However, Carrero et al. showed that astro-
cytes express COX-2 in  response to A� exposure in  vivo (Carrero
et al., 2012). Indeed, similar increases in astrocytic COX-2 expres-
sion have been demonstrated following pharmacological treatment
with LPS in rodent brains, scrapie-infected mice and human brains
after global ischemia (Font-Nieves et al., 2012; Hirst et al., 1999;
Kim et al., 2007). Altogether, these studies suggest that, in  the early
stages of AD, astrocytes may  initially express COX-2 in  response to
A� accumulation, but this process declines with the progression of
the disease.

Taken together, the above findings strongly suggest that acti-
vated astrocytes produce and release proinflammatory molecules
and cytokines that may  be critical for the generation of  A� because
they activate �- and �-secretases to generate a vicious autocrine
feedback loop. Thus, intrinsic inflammatory mechanisms may  rep-
resent a regulatory system that is capable of influencing the
homeostasis of APP processing and A� production in  the AD brain.

An important issue that needs to be  addressed regarding
the mechanisms of AD progression is the temporal relationships
between A� accumulation and glial activation. Studies in human
brains have found a linear increase in  astrocytosis and microglio-
sis together with disease evolution. This analysis has revealed
that the progression of activated astroglia is different from that
of amyloid deposits, suggesting that gliosis could contribute to the
ongoing neurodegeneration (Serrano-Pozo et al., 2011). Similarly,
using a  multitracer PET investigation in patients with mild cogni-
tive impairment and mild AD, astrocytosis was determined to be
an early phenomenon in  AD development (Carter et al., 2012).

7.  Other relevant biochemical pathways implicated in AD
triggered  by astrocytes

7.1.  Calcium signaling

Astrocytes  may  communicate among themselves and with
neurons through regulated increases in  intracellular calcium con-
centrations [Ca2+]i (Charles et al., 1991; Cornell-Bell et al., 1990;
Nedergaard et al., 2003; Seifert et al., 2006). Calcium signaling
in astrocytes plays critical roles in  the bidirectional communica-
tion between neurons and astrocytes (Fellin, 2009; Pasti et al.,
1997; Scemes and Giaume, 2006) and potentially modulates neu-
ronal activity and survival (Parri et al., 2001; Takano et al., 2006).
Changes in intracellular calcium levels have also been implicated
in the regulation of gene expression in both neurons and astrocytes
(Dolmetsch et al., 1998; Morita et al., 2003). The accumulation of
A� fragments and the sustained disruption of intraneuronal [Ca2+]i
homoeostasis are components of an early prevailing hypotheses for
the pathogenesis of AD (Hardy and Selkoe, 2002; Stutzmann et al.,
2004; Thibault et al., 2007). Hence, it is possible that the changes in
astrocytic Ca2+ dynamics induced by A� may  also contribute to cell
dysfunction in  AD (Haughey and Mattson, 2003; Mattson and Chan,
2003). For example, it is known that the intracellular Ca2+ transients
exhibited by astrocytes exposed to A� result in  Ca2+-dependent
glutathione depletion in  neurons and the consequent formation of
reactive oxygen species (ROS) by the astrocytes that are directly
involved in neuronal death (Abramov et al., 2003, 2004). Follow-
ing this line of evidence, Chow et al. (2010) showed that relatively

low concentrations of A� induce intracellular calcium transients
and spontaneous intercellular Ca2+ waves in  cultured astrocytes.
These authors also demonstrated that A�-induced Ca2+ changes
upregulate GFAP and S100�. These results suggest that A� may
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otentially affect the physiopathology of astrocytes in  AD. More-
ver, at nontoxic concentrations, the monomeric form of A�42
ctivates signaling pathways that lead to the transcriptional acti-
ation of �-secretase (Piccini et al., 2012). BACE-1 expression is
ependent on a  calcineurin (CaN) signaling cascade that is  acti-
ated by Ca2+ entry through Ca2+ permeable channels that are
ormed by  membrane-inserted A� in  astrocytes (Jin et al., 2012).

 recently developed cell-permeable peptide, Tat-Pro, disrupts the
omplex between synapse-associated protein 97 (SAP97) and the
-secretase to promote alterations of the trafficking of the enzyme,
hich is important for the non-amyloidogenic processing of APP.
oth Tat-Pro treatment and treatment with exogenous A� dereg-
late Ca2+ homeostasis in astrocytes by  increasing metabotropic
lutamate receptor-5 (mGluR5) and inositol 1,4,5-trisphosphate
eceptor-1 (IP3R1) levels. The inhibition of CaN reverses these
ffects, and treatment with Tat-Pro significantly increases the
mount of A�42 in  the medium of cultured astrocytes. Another
tudy showed that A�42 leads to cytosolic Ca2+ increases, which in
urn lead to CaN activation, which activates the NF-kB-dependent
ranscription of mGluR5. Interestingly, in  the brains of AD patients,

GluR5 immunostaining is  augmented in the hippocampal astro-
ytes that are in close proximity to the A� plaques and co-localizes
ith the nuclear accumulation of the p65 NF-kB subunit and with

ncreases in  CaN� staining (Lim et al., 2013). Astrocytes exposed to
�42 exhibit spontaneous cytosolic Ca2+ transients with increased

requencies and amplitudes. It  has been suggested that these effects
lso depend on the activation of the �7 nicotinic acetylcholine
eceptors (�7-nAChRs) (Lee et al., 2013). Taken together, these
esults support the notion that astrocytes may  be active players
n the production of A� and indicate that glial cells may  also be
mportant mediators in the Ca2+ hypothesis of AD (Grolla et al.,
013)

.2. Excitotoxicity

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the CNS
nd is  known to be involved in  a variety of functions, includ-
ng synaptic transmission, synaptic plasticity, neuronal growth
nd differentiation, and learning and memory (Butterfield and
ocernich, 2003; Francis, 2003). Moreover, glutamate excitotox-
city is an important mechanism of neuronal death in ischemia,
ypoglycemia, and trauma (Choi, 1988). Several studies reinforce
he essential role of astrocyte glutamate transporters in  maintain-
ng extracellular glutamate concentrations below toxic levels. For
xample, in astrocyte-free cortical cultures, the neuronal vulnera-
ility to glutamate is  100-fold greater than in  astrocyte-containing
ultures (Rosenberg and Aizenman, 1989). Diminished glutamate
ptakes by cultured astrocytes derived from AD patients and from
ransgenic mouse models of AD have also been reported (Beart and
’Shea, 2007; Hardy et al., 1987; Liang et al., 2002). Reduced gluta-
ate uptake in autopsy tissue is known to correlate with indexes

f cell death and the ablation of the synaptic marker synapto-
hysin. The astrocyte-specific glutamate transporter GLT-1/EAAT2
ndergoes oxidative modification (Lauderback et al., 2001) and
xhibits reduced activity in AD (Masliah et al., 1996). This reduc-
ion may  have several pathological implications for brain function
ecause the majority of glutamate uptake from the synaptic cleft is
ediated by  GLT-1/EAAT2 (Melone et al., 2009). In homogenates

f AD cortex, GFAP and EAAT2 expression are inversely corre-
ated, and there are trends toward increased expression of GFAP
nd decreased expression of EAAT2 that correspond with the
dvanced Braak and Braak stages (Simpson et al., 2010). Simi-

arly, another astrocytic glutamate transporter, GLAST/EAAT1, is
berrantly expressed in  a  subset of cortical pyramidal neurons
Scott et al., 2002). Collectively, these observations suggest that
D involves a  profound impairment in the capacity of astrocytes
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to  eliminate glutamate from the extracellular space that may
predispose neurons to excitotoxicity. The aberrant expression of
astrocytic-dependent glutamate transporters might be a  compen-
satory response.

It  has been demonstrated that reduced levels of  EAAT2 and
inversely correlated with APP mRNA levels, which may  indicate
that the abnormal function and/or processing of APP is associated
with alterations in  the regulation of EAAT2 levels and functions
(Li et al., 1997). Moreover, the expression of  mutant forms of  APP
disturbs the astroglial transport of excitatory amino acids at the
post-transcriptional level and increases susceptibility to glutamate
toxicity (Masliah et al., 2000).

In  2011, Scott et al. (2011) found specific variations in  EAAT2
splice variant expression in an AD brain obtained by  autopsy. While
wild-type EAAT2 exhibits a  global reduction in  expression, brain
regions that are susceptible to neuronal loss exhibit greater expres-
sion of transcripts that reduce glutamate transport in  an in vitro
assay. However, other splice variants of EAAT2, such as EAAT2b,
exhibit no significant variation with disease state (Scott et al., 2011).
Recently, Scimemi et al. (2013) found that A�42 markedly pro-
longs the extracellular lifetime of the glutamate released into the
synaptic space by reducing GLT-1/EAAT2 membrane expression in
mouse astrocytes and that this effect is  prevented by the antiox-
idant trolox. However, another study showed that A� enhances
the l-glutamate clearance capacity of astrocytes by  increasing the
expression of the glutamate transporter GLAST/EAAT1. This effect
of A� is  not affected by antioxidants (Abe and Misawa, 2003).

Several  lines of evidence have suggested that cytokines are a
primary cause of the changes in the glutamate-glutamine cycle
in AD. When astrocytes are exposed to TNF-�, the expression of
GLAST/EAAT1 is downregulated (Korn et al., 2005), and the expres-
sion of glutamine synthetase (GS) is reduced to  30% of basal levels
(Zou et al., 2010). These reductions are accompanied by  a signifi-
cant decrease in glutamate uptake and by subsequent reductions
in glutamine release. Furthermore, when co-cultures of  astrocytes
and neurons are treated with TNF-�, the astrocytes lose their capac-
ity to protect neurons from glutamate excitotoxicity (Zou et al.,
2010).

7.3. Acetylcholine dysfunction

One  of the prevalent neurochemical hypotheses about the cog-
nitive deficits of AD is the cholinergic deficit hypothesis that was
proposed by Davies and Maloney (1976). The neuronal nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs) are members of the super-family
of ligand-gated ion channels and are involved in  a  number of
important physiological functions of the brain, including cognitive
functions such as learning and memory (Paterson and Nordberg,
2000). Despite the loss of central cholinergic neurons, more recent
research has revealed consistent deficiencies in the �4 nAChR in
several brain regions in patients with sporadic AD and in  members
of familial APP Swedish mutation (APPswe FAD) (Guan et al., 2000;
Martin-Ruiz et al., 1999; Nordberg, 2001; Wevers et al., 1999; Yu
et al., 2003). Interestingly, a selective increase in the proportion
of astrocytes expressing �7 nAChR, which alters Ca2+ homeosta-
sis and NO  production, has been observed in sporadic AD and
in familial APPswe AD brains, which suggests that an important
link between this receptor and the enhanced alterations of APP
metabolism and brain inflammation exists (Teaktong et al., 2003;
Yu et al., 2005). Astrocytes exposed to cholesterol exhibit decreases
in the expression of �7 nAChR, whereas lovastatin, which inhibits

of cholesterol synthesis, promotes an upregulation of  this receptor.
Moreover, lovastatin mediates an increase in sAPP� that can be par-
tially inhibited by the �7 nAChR antagonists �-bungarotoxin and
methyl lycaconitine.
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Fig. 4. Effect of palmitic acid on astrocyte activation and A�  production.
As  proposed by Patil et  al. (2006, 2007, 2008), Gupta et al. (2012) and Liu et al. (2013) saturated free fatty acids, such as palmitic acid, are converted into ceramide by  a serine
palmitoyltransferase in astrocytes. The increase in ceramide levels enhances the release of TNF-�, IL-1� and IL-6 through the p38 or p42/44 MAPK pathways. The released
cytokines activate acidic SMase in neurons and increase ceramide levels and BACE-1 activity to  promote C-99 and A� formation. A� can also affect ceramide levels. PA,
palmitic acid; SPT, serine palmitoyltransferase; IL-1�, interleukin 1-�; TNF-�, tumor necrosis factor-�; IL-6, interleukin-6; p38 MAPK, p38 mitogen-activated protein kinase;
p phing
A

7

i
o
(
t
c
u
i
f
b
c
a
h
f
a
1
n
a
S
(
(
a
w
f
a
(
c
i
a

42/44 MAPK, p24/44 mitogen-activated protein kinase or ERK1/2; SMase, acidic s
PP  derived from BACE-1 cleavage; A�, amyloid � peptide.

.4. Fatty acids and astrocytic activation

Epidemiological studies suggest that a  high-fat diet is  a signif-
cant risk factor for the development of AD and that the degree
f saturation of the fatty acids is  critical in determining this risk
Grant, 1999; Scarmeas et al., 2006; Solfrizzi et al., 2005). Although
he physiopathological mechanism responsible for this metabolic
onnection is  not clearly understood, the ability of long-chain sat-
rated fatty acids to  activate inflammatory responses in the body

s well recognized (Kennedy et al., 2009). The effects of serum free
atty acids on brain inflammation have not  been directly evaluated,
ut there is evidence that increased levels of saturated fatty acids
an alter CNS function. Fatty acids cross the BBB (Dhopeshwarkar
nd Mead, 1973; Gupta et al., 2012; Smith and Nagura, 2001), and
igh-fat diets might increase the uptake of fatty acids into the brain

rom the plasma (Karmi et al., 2010; Wang et al., 1994). Cultured
strocytes take up exogenously added fatty acids (Bernoud et al.,
998; Morand et al., 1979), which suggest that astrocytes located
ear the BBB may  take up and accumulate the excess fatty acids that
re derived from the diet and deliver these fatty acids to  neurons.
aturated free fatty acids, such as palmitic acid (PA) and lauric acid
LA), trigger some inflammatory markers in cultured macrophages
Laine et al., 2007) and modulate amyloid processing in  neurons
nd astrocytes (Patil et al., 2006; Patil and Chan, 2005). Indeed,
hen cortical neurons are exposed to conditioned medium isolated

rom PA-treated astrocytes, the expression of BACE-1 is increased
nd, consequently, the levels of the C-terminal fragment of APP

C99) are elevated (Fig. 4). This increase in the amyloidogenic pro-
ess of APP is prevented by  antioxidants (Patil et al., 2006), and
n vivo studies have produced similar results. Cortical neurons that
re exposed to  conditioned media derived from palmitate-treated
omyelinase; BACE-1, �-site APP cleaving enzyme-1; C-99, C-terminal fragment of

astrocytes of two different rat brain regions (the cortex and cere-
bellum) exhibit differential changes in  BACE-1 and phospho-tau
levels. While conditioned media from cortical palmitate-treated
astrocytes significantly elevates phospho-tau and BACE-1 in  corti-
cal neurons, the media produced by cerebellar astrocytes does not
(Patil et al., 2008). In addition to the observed involvement of PA in
inducing the AD-like markers described above, PA treatment also
decreases basal glucose uptake and downregulates the astroglial
glucose transporter GLUT-1 (Patil et al., 2007). These results are
relevant in  that glucose metabolism is  severely compromised in
AD. One mechanism that has been proposed to be  involved in  the
astrocyte-dependent neuronal changes that occur in response to  PA
exposure is  thought to be  mediated by the enzyme serine palmi-
toyltransferase (SPT), which increases ceramide levels in  astrocytes
and thus enhances TNF-� and IL-1� release. Hence, cytokines acti-
vate the sphingomyelinase enzyme (SMase) in  neurons, which
participates in  the PA-induced upregulation of  BACE-1. The levels
of both ceramides and the enzyme SPT are significantly upregu-
lated in AD brains compared to those of healthy controls (Han et al.,
2002; Liu et al., 2013). Accordingly, the inhibition of SPT in astro-
cytes decreases the levels of both TNF-� and IL-1� in the media,
which in turn reduces the SMase activities and BACE-1 levels in pri-
mary neurons (Liu et al., 2013). This PA-induced cytokine release
does not involve the activation of microglia because the depletion
of microglia from primary astrocyte cultures does not modify the
degree of cytokine release. Studies using inhibitors of the p38 and
p42/44 MAPK pathways have indicated that this signaling route is

involved in the pro-inflammatory effects of PA. Interestingly, the
long-chain polyunsaturated fatty acid �-3 docosahexaenoic acid
(DHA) prevents the proinflammatory actions of PA  in astrocytes.
Collectively, these data establish the ability of saturated fatty acids
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o induce astrocyte inflammation in vitro and thus to modulate
lements of the amyloidogenic pathway (Gupta et al., 2012).

.  Conclusion

Although the prevailing view is that astrocytes respond second-
rily to neuronal damage, we have shown that there is abundant
nd growing evidence supporting the role of these cells as active
articipants in many of the mechanisms that are associated with
he pathophysiology of AD. Interactions between dysfunctional
strocytes and neighboring neurons can initiate a cascade of events
hat culminates in neuronal injury and the expression of the hall-

ark lesions of AD.  Astrocyte damage may  also affect the proper
unctioning of neuronal circuits due to the role of astrocytes in

aintaining synaptic homeostasis. Thus, the reactive changes that
ccur in astrocytes presumably compete with the normal func-
ions of astrocytes that support neuronal health and the integrity
f the BBB, and this competition promotes a harmful microenvi-
onment and perpetuates a  vicious cycle of inflammatory changes.
lthough the majority of studies come from in vitro and transgenic
nimal models, valuable information must be  obtained from the
nalysis of human post-mortem samples or using dynamic imaging
pproaches. Future efforts will need to account for the molecular
nd functional diversity that is involved in  the astrocyte dysfunc-
ion that  is associated with the development and progression of AD.
his topic may  have profound implications for our understanding
f the pathogenesis of neurodegenerative diseases, and the restora-
ion of astrocytic function may  be a potential target of the treatment
f AD.
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39696.

eferences

be, K.,  Misawa, M.,  2003. Amyloid beta protein enhances the clearance of extracel-
lular l-glutamate by cultured rat cortical astrocytes. Neurosci. Res. 45, 25–31.

bramov, A.Y., Canevari, L., Duchen, M.R., 2003. Changes in intracellular calcium and
glutathione in astrocytes as theprimary mechanism of amyloid neurotoxicity. J.
Neurosci. 23, 5088–5095.

bramov,  A.Y., Canevari, L., Duchen, M.R., 2004. Calcium signals induced by  amyloid
b peptide and their consequences in neurons and astrocytes in culture. Biochim.
Biophys. Acta 1742, 81–87.

gdeppa,  E.D., Kepe, V., Petri, A., Satyamurthy, N., Liu, J., Huang, S.C., Small, G.W., Cole,
G.M., Barrio, J.R., 2003. In vitro detection of (S)-naproxen and ibuprofen binding
to  plaques in the Alzheimer’s brain using the positron emission tomography
molecular  imaging probe 2-(1-[6-[(2-[(18)F]fluoroethyl)(methyl)amino]-2-
naphthyl]ethylidene)malono nitrile. Neuroscience 117, 723–730.

gulhon,  C., Fiacco, T.A., McCarthy, K.D., 2010. Hippocampal short- and long-
term plasticity are not modulated by  astrocyte Ca2+ signaling. Science 327,
1250–1254.

gulhon,  C.,  Petravicz, J., McMullen, A.B., Sweger, E.J., Minton, S.K., Taves, S.R., Casper,
K.B., Fiacco, T.A., McCarthy, K.D., 2008. What is the role of astrocyte calcium in
neurophysiology? Neuron 59, 932–946.

gulhon, C., Sun, M.Y., Murphy, T., Myers, T., Lauderdale, K., Fiacco, T.A., 2012. Cal-
cium signaling and gliotransmission in normal vs reactive astrocytes. Front.
Pharmacol. 3,  139.

kiyama, H., Barger, S., Barnum, S., Bradt, B., Bauer, J., Cole, G.M., Cooper, N.R., Eike-
lenboom, P., Emmerling, M.,  Fiebich, B.L., Finch, C.E., Frautschy, S.,  Griffin, W.S.,
Hampel,  H., Hull, M.,  Landreth, G., Lue, L., Mrak, R., Mackenzie, I.R., McGeer,
P.L.,  O’Banion, M.K., Pachter, J., Pasinetti, G., Plata-Salaman, C., Rogers, J., Rydel,
R., Shen, Y., Streit, W.,  Strohmeyer, R., Tooyoma, I., Van Muiswinkel, F.L., Veer-
huis, R., Walker, D., Webster, S., Wegrzyniak, B., Wenk, G., Wyss-Coray, T., 2000.
Inflammation and Alzheimer’s disease. Neurobiol. Aging 21, 383–421.

pelt, J., Ach, K., Schliebs, R., 2003. Aging-related down-regulation of neprilysin,

a putative beta-amyloid-degrading enzyme, in transgenic Tg2576 Alzheimer-
like  mouse brain is accompanied by an astroglial upregulation in the vicinity of
beta-amyloid plaques. Neurosci. Lett. 339, 183–186.

raque, A., Parpura, V., Sanzgiri, R.P., Haydon, P.G., 1999. Tripartite synapses: glia,
the unacknowledged partner. Trends Neurosci. 22, 208–215.
arch Reviews 18 (2014) 29–40 37

Araujo, D.M., Lapchak, P.A., 1994. Induction of immune system mediators in the
hippocampal formation in Alzheimers and Parkinsons diseases—selective effects
on specific interleukins and interleukin receptors. Neuroscience 61, 745–754.

Attwell, D., Buchan, A.M., Charpak, S., Lauritzen, M.,  Macvicar, B.A., Newman, E.A.,
2010. Glial and neuronal control of brain blood flow. Nature 468, 232–243.

Basak, J.M., Verghese, P.B., Yoon, H., Kim, J., Holtzman, D.M., 2012. Low-density
lipoprotein  receptor represents an apolipoprotein E-independent pathway of
A� uptake and degradation by  astrocytes. J.  Biol. Chem. 287, 13959–13971.

Beart, P.M., O’Shea, R.D., 2007. Transporters for l-glutamate: an update on their
molecular pharmacology and pathological involvement. Br. J. Pharmacol. 150,
5–17.

Bernoud, N., Fenart, L., Bénistant, C., Pageaux, J.F., Dehouck, M.P., Molière, P.,  Lagarde,
M., Cecchelli, R., Lecerf, J., 1998. Astrocytes are mainly responsible for the polyun-
saturated fatty acid enrichment in bloodbrain barrier endothelial cells in vitro.
J. Lipid Res. 39, 1816–1824.

Bettegazzi,  B., Mihailovich, M.,  Di Cesare, A., Consonni, A., Macco, R., Pelizzoni, I.,
Codazzi, F., Grohovaz, F., Zacchetti, D., 2011. �-Secretase activity in rat astro-
cytes:  translational block of BACE1 and modulation of BACE2 expression. Eur. J.
Neurosci. 33, 236–243.

Bigl,  M., Apelt, J., Luschekina, E.A., Lange-Dohna, C., Ro�ner, S.S., 2000. Expresion of
beta-secretase mRNA in transgenic Tg2576 mouse brain with Alzheimer plaque
pathology. Neurosci. Lett. 292, 107–110.

Blackburn, D.,  Sargsyan, S., Monk, P.N., Shaw, P.J., 2009. Astrocyte function and role
in motor neuron disease: a future therapeutic target? Glia 57, 1251–1264.

Blasko, I., Veerhuis, R., Stampfer-Kountchev, M.,  Saurwein-Teissl, M., Eikelenboom,
P.,  Grubeck-Loebenstein, B., 2000. Costimulatory effects of interferon-gamma
and  interleukin-1beta or tumor necrosis factor alpha on the synthesis of Abeta1-
40  and Abeta1-42 by human astrocytes. Neurobiol. Dis. 7,  682–689.

Butterfield, D.A., Pocernich, C.B., 2003. The glutamatergic system and Alzheimer’s
disease:  therapeutic implications. CNS Drugs 17, 641–652.

Buxbaum,  J.D., Oishi, M.,  Chen, H.I., Pinkas-Kramarski, R., Jaffe, E.A., Gandy, S.E.,
Greengard, P.,  1992. Cholinergic agonists, and interleukin 1  regulate processing,
and  secretion of the Alzheimer �/A4 amyloid protein precursor. Proc. Nat. Acad.
Sci.  U.S.A. 89, 10075–10078.

Carpentier,  M.,  Robitaille, Y., DesGroseillers, L., Boileau, G., Marcinkiewicz, M.,  2002.
Declining expression of neprilysin in Alzheimer disease vasculature: possible
involvement in cerebral amyloid angiopathy. J.  Neuropathol. Exp. Neurol. 61,
849–856.

Carrero, I., Gonzalo, M.R.,  Martin, B., Sanz-Anquela, J.M., Arevalo-Serrano, J., Gonzalo-
Ruiz, A., 2012. Oligomers of beta-amyloid protein (Abeta1-42) induce the activa-
tion of cyclooxygenase-2 in astrocytes via an interaction with interleukin-1beta,
tumour  necrosis factor-alpha, and a nuclear factor kappa-B mechanism in the
rat brain. Exp. Neurol. 236, 215–227.

Carter, S.F., Schöll, M., Almkvist, O., Wall, A., Engler, H., Långström, B., Nordberg,
A.,  2012. Evidence for astrocytosis in prodromal Alzheimer disease provided
by  11C-deuterium-l-deprenyl: a multitracer PET  paradigm combining 11C-
Pittsburgh compound B and 18F-FDG. J.  Nucl. Med. 53, 37–46.

Charles,  A.C., Merrill, J.E., Dirksen, E.R., Sanderson, M.J., 1991. Intercellular signaling
in glial cells: calcium waves and oscillations in response to mechanical stimu-
lation and glutamate. Neuron 6,  983–992.

Cho, H.J., Kim, S.-K., Jin, S.M., Hwang, E.-M., Kim, Y.S., Huh, K., Mook-Jung, I., 2007.
IFN-�-induced BACE1 expression is  mediated by  activation of JAK2 and ERK1/2
signaling  pathways and direct binding of STAT1 to BACE1 promoter in astrocytes.
Glia  55, 253–262.

Choi,  D.W., 1988. Glutamate neurotoxicity and diseases of the nervous system. Neu-
ron 1, 623–634.

Chow,  S-K., Yu, D., MacDonald, C.L., Buibas, M.,  Silva, G.A., 2010. Amyloid b-peptide
directly induces spontaneous calcium transients, delayed intercellular calcium
waves and gliosis in rat  cortical astrocytes. ASN Neuro 2  (art:e00026). doi:
10.1042/AN20090035.

Cordonnier,  C., van der Flier, W.M.,  2011. Brain microbleeds and Alzheimer’s disease:
innocent observation or key player? Brain 134, 335–344.

Cornell-Bell, A.H., Finkbeiner, S.M., Cooper, M.S., Smith, S.J., 1990. Glutamate induces
calcium waves in cultured astrocytes: long range glial signaling. Science 247,
470–473.

Dahlgren, K.N., Manelli, A.M., Stine Jr., W.B., Baker, L.K., Krafft, G.A., LaDu, M.J., 2002.
Oligomeric and fibrillar species of amyloid-beta peptides differentially affect
neuronal viability. J. Biol. Chem. 277, 32046–32051.

Davies, P., Maloney, A.J., 1976. Selective loss of central cholinergic neurons in
Alzheimer’s disease. Lancet 2,  1403.

de la  Torre, C., 2004. Is Alzheimer’s disease a neurodegenerative or a  vascular disor-
der? Data, dogma, and dialectics. Lancet Neurol. 3, 184–190.

Dhopeshwarkar, G.A., Mead, J.F., 1973. Uptake and transport of fatty acids into
the  brain and role of the bloodbrain barrier system. Adv. Lipid Res. 11,
109–142.

Dolmetsch,  R.E., Xu, K., Lewis, R.S., 1998. Calcium oscillations increase the efficiency
and specificity of gene expression. Nature 392, 933–936.

Dorfman, V.B., Pasquini, L., Riudavets, M.,  Lopez-Costa, J.J., Villegas, A., Troncoso,
J.C., Lopera, F., Castano, E.M., Morelli, L., 2010. Differential cerebral deposition of
IDE and NEP in sporadic and familial Alzheimer’s disease. Neurobiol. Aging 31,
1743–1757.
Farina, C., Aloisi, F., Meinl, E., 2007. Astrocytes are active players in cerebral innate
immunity. Trends Immunol. 28, 138–145.

Fellin, T., 2009. Communication between neurons and astrocytes: relevance
to  the modulation of synaptic and network activity. J. Neurochem. 108,
533–544.

http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S1568-1637(14)00069-5/sbref0190


3 g Rese

F

F

F

G

G

G

G

G

G

G

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

I

I

I

J
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