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RESUMEN:

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo del sistema nervioso central
manifestado por deficiencias conductuales y de memoria, demencia progresiva y finalmente la
muerte. La EA es el tipo de demencia mas comun en personas de edad avanzada y se caracteriza
por dos marcadores principales: la presencia en el cerebro de placas amiloides formadas por el
péptido beta amiloide asi como agregados intracelulares de neurofibrillas de la proteina tau en su
forma hiperfosforilada.

Debido al papel central del péptido beta-amiloide en la patogénesis de la EA, se ha propuesto la
hipdtesis de la cascada amiloide la cual describe una serie de eventos que son consecuencia del
desequilibrio entre la produccién y degradacion del péptido amiloide. Con base en esta hipdtesis
se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas con el objetivo de reducir la acumulacién y
agregacion del péptido beta amiloide. Las estrategias terapéuticas tanto de inmunizacién activa
como de inmunizacién pasiva han demostrado ser alentadoras en la disminucidon de agregados
amiloides y mejoras cognitivas en modelos murino, canino y primates.

La inmunizacién activa en el modelo murino demostré una disminucién de las placas amiloides y
una mejora significativa de la memoria espacial en el laberinto de agua de Morris (Janus y Morgan
et al, 2000). Debido a estos avances, entre otros, se realizaron ensayos clinicos en humanos, a los
gue se inmunizo con el péptido 1-42 usando saponina como adyuvante. Los resultados mostraron
gue hubo una disminucién en la carga amiloide en el cerebro, aunque algunos de los pacientes
inmunizados sufrieron microhemorragias e inflamaciéon en el cerebro (Munch y Robinson et al,
2002). Los estudios posteriores demostraron la presencia de células T autorreactivas infiltradas en
los cerebros.

Se sabe que diferentes estrategias de inmunoterapia pueden producir diferentes tipos de
respuesta inmune en un organismo: una respuesta inmune de tipo Thl (pro-inflamatoria) o de tipo
Th2 (anti-inflamatoria). Es por ello que se utilizan sustancias llamadas inmunomoduladoras que
tienen la capacidad de polarizar una respuesta inmune hacia Thl o Th2.

Para el presente trabajo se evalud a través de la técnica de ELISA la capacidad del acido retinoico
(ATRA) como inmunomodulador en protocolos de inmunizacién con el péptido beta-amiloide
debido a que ha sido reportado que ATRA posee la capacidad de promover una respuesta de tipo
Th2 al mismo tiempo que suprime una respuesta tipo Thl. El ATRA es un retinoide derivado de la
vitamina A que tiene propiedades anti-inflamatorias, esto se debe muy probablemente al hecho
de que ATRA reduce la produccion de citocinas relacionadas con una respuesta tipo Th1 (Koji K. et
al, 2010).

Con los resultados obtenidos en este trabajo demostramos que los ratones de la cepa C57BL/6
inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42 vy tratados con acido retinoico, produjeron un
mayor nivel anticuerpos IgG1, subclase indicadora de una respuesta anti-inflamatoria. En
contraparte, los ratones de la misma cepa que fueron inmunizados con el péptido pero no
recibieron el tratamiento de 4cido retinoico, produjeron en mayor medida anticuerpos de la




subclase IgG2a. En los ratones transgénicos de la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta
amiloide 1-42 mds saponina, se observé el mismo resultado obtenido en los ratones silvestres de
la cepa C57BL/6. Los ratones tratados con acido retinoico tuvieron un mayor nivel anticuerpos de
la subclase IgG1 en comparacién con los ratones que no recibieron tratamiento.

Debido a los resultados obtenidos concluimos que ATRA es un buen candidato para ser utilizado
como inmunomodulador hacia una respuesta tipo Th2, lo cual es de especial interés en el
desarrollo de una vacuna como parte del tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer.
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1. INTRODUCCION:

La EA es la forma de demencia mas frecuente en adultos mayores. Fue nombrada asi por Emil
Kraepelin en honor al neuropatélogo alemdn Alois Alzheimer (1864-1915). En 1907 Alzheimer
describid por vez primera las manifestaciones a nivel clinico y la patologia de la enfermedad en
una mujer de 51 anos de edad, las cuales en general se pueden resumir como una pérdida
paulatina y continua de las habilidades cognitivas.

La EA se manifiesta inicialmente por afectar levemente las funciones cognitivas como pérdida de
memoria episddica a corto plazo y la orientacidn espacio-temporal. Posteriormente sobreviene
una pérdida creciente de las funciones motrices, equilibrio y el caminar para finalizar en una
demencia particularmente marcada, desorientacién e inmovilidad total hasta culminar con la
muerte.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, en el planeta hay alrededor de 20 millones de
enfermos de EA. Actualmente en México se cree hay un aproximado de medio millén de personas
afectadas, cifra la cual en 10 afios podria triplicarse si se toma en consideracion que la poblacién
de edad mayor esta en alza. Para el afio 2040 se calcula que solo en los Estados Unidos habra
cerca de 14 millones de personas que padezcan la enfermedad mientras que India, Chinay
Latinoamérica experimentaran el mayor crecimiento de enfermos con EA conteniendo un 70% de
la poblacién mundial de afectados (www.who.int/es/).

La EA se clasifica de acuerdo a la edad de aparicién en 2 tipos diferentes: early onset y late onset.

Early onset o enfermedad de Alzheimer Familiar (FAD): cuando la enfermedad se empieza a
presentar antes de los 65 afios de edad. Representa menos del 2% de los casos.

Late onset 0 enfermedad de Alzheimer esporadica: cuando la enfermedad se empieza a presentar
después de los 65 afios de edad. Es la forma mas comun de EA representando un 98% de los casos.

La duracién media de los pacientes desde el diagndstico hasta la muerte es de alrededor de unos
10 aios , ademas de que la incidencia de la EA es mayor en mujeres que en hombres, sobre todo a
partir de los 85 anos de edad.

1.1 FACTORES DE RIESGO:

Edad: la edad es el factor de riesgo mas importante en el desarrollo de la EA, siendo que el
numero de personas con EA se duplica en intervalos de 5 afios después de los 60 afios.

Apolipoproteina E: la apolipoproteina E (apoE) es una proteina que se encarga de regular el
metabolismo de lipidos. Tiene un peso molécular de 34 kDA y es uno de los principales
componentes de las lipoproteinas plasmaticas ademas de que juega un papel fundamental en el
transporte celular de los lipidos mediante la interaccion de las lipoproteinas con receptores
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especificos. En el cerebro son los astrocitos y la microglia las células productoras de apoE (Xu,
1998).

El mecanismo por el cual apoE4 esta implicada en la patogenia de la EA no es claro aun pero se ha
demostrado que la presencia de apoE4 es el mayor factor de riesgo para la aparicion de EA. Hay
estudios que sefialan que apoE3 estd implicada como una proteina capaz de capturar al péptido
amiloide impidiendo su agregacién o al proteger las neuronas del dafio oxidante propio del
envejecimiento mismo, mientras que apoE4 presenta estds propiedades disminuidas (Poirier,
1994).

Otros posibles factores de riesgo en la aparicion de la EA son traumatismos craneoencefalicos, una
dieta alta en grasas, falta de ejercicio, exposicién a metales pesados como el Cuy el Fe.

1.1.1 SINTOMAS Y PATOGENIA:

Al inicio de la enfermedad, los pacientes con EA pueden tener problemas para recordar nombres,
caras familiares, actividades recientes, la fecha del dia en curso o inclusive lo que desayunaron.
Frecuentemente las personas que rodean al enfermo no perciben los sintomas tempranos de la
enfermedad ya que comienzan con cambios casi imperceptibles de la conducta y la personalidad
gue progresan de manera paulatina y continua. Muchas veces la sintomatologia es incluso tomada
como parte natural del proceso de envejecimiento, sin embargo no es parte natural de dicho
proceso ya que el cerebro se ve afectado de manera que se llega a perder toda experiencia
adquirida a través de los afios como decir la hora, recordar direcciones, fechas, ir al bafio, caminar
o inclusive hasta recordar el propio nombre (www.alzheimerorg.mx).

Los sintomas clasicos para identificar a los enfermos con EA generalmente son:
-Pérdida de memoria

- Desorientacion espacio-temporal

- Perder cosas o colocarlas en lugares equivocados

- No reconocer rostros familiares

- Cambios de comportamiento que pueden ir de la agresividad a la pasividad total

- Incapacidad para realizar las actividades diarias tales como el aseo personal, comer o pérdida del
control en los esfinteres

- Angustia, depresidon e insomnio
-Dificultad en el habla y actividades motrices de toda indole

- Alucinaciones frecuentes
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De manera lamentable la sintomatologia determinante solo es perceptible cuando la enfermedad
ya se encuentra en una etapa avanzada.

Clinicamente la EA puede ser diagnosticada con base en exdmenes neurolégicos, pruebas
neuropsicoldgicas e imagenes cerebrales obtenidas por tomografia computacional y/o resonancia
magnética. Sin embargo un diagndstico definitivo de la enfermedad solo puede ser obtenido en un
examen histoldgico del cerebro post-mortem ya que la patologia caracteristica se presenta en
forma de una extensa pérdida de neuronas y por placas amiloides, asi como marafias
neurofibrilares de la proteina tau en el cerebro (Hendriks et al., 1996).

1.1.2 AGREGADOS AMILOIDES:

En condiciones normales, el péptido beta amiloide se encuentra en cantidades pequefias en
forma de mondédmero soluble que circula en el liquido cerebro-espinal y en la sangre, sin embargo,
en pacientes con EA los niveles de este péptido se ven incrementados y se observa la acumulacién
en forma de placas fibrilares insolubles.

Las placas amiloides es uno de los dos marcadores inequivocos para el diagnéstico de la EA, se
encuentran presentes en el area de la corteza, el hipocampo y amigdala (Hendriks et al., 1996).
Estas placas, también llamadas placas neuriticas estan formadas por depésitos extracelulares del
péptido beta-amiloide fibrilar que se puede observar como una masa de fibrillas con una forma
caracteristica de estrella. Dentro de los depdsitos amiloides y a su alrededor se encuentran
neuritas distroficas asi como células de la microglia y astrocitos. La microglia usualmente se
encuentra en el centro de la placa amiloide o en la regidon adyacente a esta, mientras que los
astrocitos se agrupan en forma de anillo rodeando el exterior de la placa amiloide. Estos depdsitos
amiloides son la causa principal de la pérdida sinaptica. Hoy dia se sabe que la especie dominante
del péptido beta-amiloide en agregados es el péptido beta amiloide formado por 42 residuos de
aminoacidos (Ap 1-42).

Un segundo tipo de agregados amiloides son los agregados difusos. Los agregados difusos son
depdsitos del péptido beta-amiloide que carecen de su aspecto fibrilar y compacto como en las
placas neuriticas. Los agregados difusos se caracterizan por la ausencia de neuritas (lwatsubo et al,
1994).
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Figura 1. Imagen 100x de placas amiloides tefiida con Thio-S. A) Imagen de una placa difusa en la que se
observa ausencia de neuritas distréficas. B) Imagen de una placa neuritica en donde se observa su
caracteristica forma compacta. (Bussiére et all, 2004).

1.1.3 MARANAS NEUROFIBRILARES:

Las marafias neurofibrilares son el otro marcador caracteristico en el diagndstico de la EA. Estan
formadas por filamentos de forma helicoide de la proteina tau hiperfosforilada. Tau es una
proteina neuronal localizada en los axones que esta asociada a la membrana plasmaticay a los
microttbulos (Avila et al, 2002). Tau es responsable de facilitar la polimerizacién de la tubulina 'y
estabilizar a los microtubulos previamente polimerizados ademas de suprimir la dindmica
microtubular confiriendo asi rigidez axonal (Bre y Karsenti, 1990). Por otra parte se ha observado
que la proteina tau en su forma hiperfosforilada interviene en varios procesos de caracter
neuronal como la respiracién mitocondrial y el transporte vesicular entre axones (Ittner y Gotz,
2011).
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Figura 2. Ay C) Imagenes del cerebro post mortem de un paciente que padecié la

enfermedad de Alzheimer y en donde se pueden observar neurofibrillas de la proteina
tau en su forma hiperfosforilada (Majumder S. et al, 2011).

1.1.4 BASES GENETICAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Hoy dia se sabe que hay familias que presentan la EA debido a genes autosémicos dominantes.
Las mutaciones de 3 genes, el de la proteina precursora amiloide (APP) en el cromosoma 21, el de
presenilina 1 (PS1) en el cromosoma nimero 14 y el de la presenilina 2 (PS2) en el cromosoma 1,
en conjunto determinan una forma autosémica para la EA capaz de empezar en edades tan
tempranas como los 30 afios de edad. Aunque esta forma autosdmica de la enfermedad no
supone mas de un 1% de los casos totales de enfermos con EA, su descubrimiento ha sido muy
importante ya que ha permitido conocer mas acerca de los mecanismos patogénicos de la
enfermedad (Huse y Doms, 2000).

1.1.5 MUTACIONES EN EL GEN DE LA PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE (APP)

La APP es una glicoproteina transmembranal que se encuentra codificada en el cromosoma 21. La
APP tiene un dominio intramembranal, un largo dominio amino terminal extracelular y una
pequefia region citoplasmatica en el lado carboxilo terminal (Van Gassen et al, 2003). Debido a
diferencias en el corte y pegado (splicing alternativo) existen diferentes isé6formas de la APP que
tienen una longitud de 695 a 770 aminoacidos, tales isé6formas son conocidas como APP695,
APP751Y APP770, de las cuales la APP695 es la forma mdas comun encontrada en la regién
cerebral (Hendriks et al, 1996; Van Gassen et al, 2003).
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El procesamiento de la APP puede llevarse a cabo de dos diferentes rutas: no amiloidogénica y
amiloidogénica. La ruta no amiloidogénica incluye el procesamiento proteolitico de la APP por la
actividad de la a-secretasa (formada por ADAM17, ADAM9 y ADAM10) en la superficie de la célula
la cual genera una proteina soluble de 612 aminoacidos (sAPPa). El fragmento carboxilo terminal
de la APP permanece anclado a la membrana y es procesado proteoliticamente por la actividad de
la y- secretasa (formada por presenilina 1, APH-1, PEN-2 y nicastrina) generando el fragmento p3.
Por definicidn se podria decir que p3 es un péptido truncado del péptido beta amiloide que consta
de los residuos del 17 al 42 (AB17-42). También es sabido que p3 esta presente en extractos de
cerebro de pacientes con EA y que tiene un efecto téxico para las neuronas( Hass et al, 1992).

En la ruta amiloidogénica la B-secretasa (formada por BACE1) corta a la APP en la regién amino
terminal del péptido beta amiloide, lo que da como producto el péptido soluble sAPPf. El
fragmento carboxilo terminal permanece anclado por la membrana y es procesado por actividad
de la y-secretasa (formada por nicastrina, APH1, PEN-2 y presenilina) dando como resultado el
péptido AB40-42 (Leissring, 2002).

APP E_ 3
S -
a-Secretasa B-Secretasa
— — - - r - i -
a-APPs Cc83 B-APPs | Co9
1 v-Secretasa 1 y-Secretasa
N \
- - — S
\ p3 AB4A0 Apa2

Figura 3. Procesamiento proteolitico de la APP (Citron, 2004).

1.2 PEPTIDO BETA AMILOIDE

El péptido beta amiloide tiene un peso molecular de alrededor de 4 kDa. Existen diferentes formas
del péptido que van de 40 a 43 aminodcidos de longitud. Este péptido se deriva del procesamiento
de la proteina precursora amiloide (APP)(Van Gassen et al, 2003). El péptido adopta una
conformacion de B plegada antiparalela y tiende a formar fibrillas que al momento de agregarse
forman depdsitos de tipo amiloide. Se ha encontrado que las dos formas predominantes del
péptido beta amiloide en la EA son el fragmento AB40, que es el mas abundante en circulacién y
de mayor solubilidad, y el fragmento AB42 que se encuentra en mayor cantidad en las placas
amiloides (Kumar et al, 2002). El péptido beta amiloide juega un papel muy importante en la
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patogénesis de la enfermedad y desde mediados de la década de los 80 se planteé la hipdtesis de
la cascada amiloide para explicar el desarrollo de la patologia.

Figura 4. Imagen del péptido beta amiloide 1-42 en su conformacién de
B- plegada. (www.pymol.org)

1.2.1 HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE

La hipotesis de la cascada amiloide explica que la EA es producto de diversos factores que dan
como resultado un desequilibrio entre la produccién y la degradacion del péptido beta amiloide.
El aumento del péptido AB42 pone en marcha una cascada compleja de eventos con activacién
local de la microglia y astrocitos, lo cual provoca la liberacién de citocinas (McGeer et al, 1995). A
través de estos cambios pro-inflamatorios o a través de la misma neurotoxicidad del péptido beta
amiloide se producen lesiones en neuronas que experimentan profundos cambios metabdlicos,
incluyendo la fosforilacién de tau. Asimismo el péptido beta amiloide en su forma agregada es
capaz de producir alteraciones en la homeostasis de calcio y daifo oxidante a través de la
formacidn de radicales libres en neuronas y glia. El resultado de estos acontecimientos es una
pérdida de neuronas y la sinapsis entre estas, dando como producto la aparicidn de los sintomas
clinicos de demencia caracteristicos para la EA (Selkoe, 1997).

Uno de los argumentos que tiene a favor la hipdtesis de la cascada amiloide es que todos los genes
que han sido identificados y que tienen implicacidn en la EA son capaces de interferir con el
metabolismo de APP, dando lugar a un aumento en la produccién y depdsito del péptido beta
amiloide. Por otro lado, las mutaciones en el gen que codifica a tau son causa de demencia
causada por otras taupatias. Estas enfermedades se caracterizan por el depdsito anémalo de tau
hiperfosforilada en forma de marafias neurofibrilares que de forma tipica no se acompafian de
depdsitos del péptido beta amiloide como es en el caso de la EA (Hardy y Selkoe, 2002).
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Figura 5. Diagrama de flujo que muestra la hipdtesis de la cascada amiloide.

1.3 TRATAMIENTO PARA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Actualmente varios farmacos con efectos en la sintomatologia de la enfermedad han sido
aprobados en diferentes paises, sin embargo el efecto de dichos farmacos solamente se limita a
retrasar la evolucion natural de la enfermedad, lo que solo permite una mejora de cardcter
temporal no mayor a 18 meses, mas no una cura definitiva (Standaert y Young, 2001).

A través de cerebros examinados post mortem se ha descubierto que los pacientes con EA
presentan una disminucidn del neurotransmisor acetilcolina debido a la muerte de células
nerviosas productoras de dicho neurotransmisor. La acetilcolina es un neurotransmisor implicado
en procesos de memoria y aprendizaje. El bajo nivel de acetilcolina encontrado en pacientes con
EA parece indicar que el déficit de este neurotransmisor desempefia un papel importante en el
deterioro cognitivo. En la actualidad los farmacos encaminados a aumentar los niveles de
acetilcolina en pacientes con EA ( donepezilo, tacrina, rivastigmina o galantamina)son la Unica
estrategia farmacoldgica que ha demostrado cierta eficacia para mejorar los sintomas propios de
la enfermedad por cortos periodos de tiempo (Standaert y Young, 2001).

Para el tratamiento de sintomas conductuales tales como agresividad, ansiedad, agitacién,
insomnio o alucinaciones se recomienda el uso de ansioliticos. En caso de presencia depresiva el
tratamiento a seguir es el uso de antidepresivos como la trazodona.

Debido a que la EA esta ligada a procesos inflamatorios en la zona cerebral se utiliza anti-
inflamatorios no esteroideos (AINES) para tratar dicho problema. Se sabe que administraciones
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constantes de altas dosis de AINES inician una reduccién en la carga amiloide y de la activacién de
la microglia in vivo en ratones transgénicos que sobre expresan APP (Citron,2004).

El incremento en la produccion de colesterol en plasma es un factor de alto riesgo para el
padecimiento de la EA. Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que el procesamiento
de la APP es dependiente del colesterol y que una disminucion en los niveles de este también
reduce la produccién de beta amiloide. Es por ello que una de las medidas preventivas contra la EA
es el consumo de una dieta sana baja en grasas y el ejercitarse regularmente.

Otra medida implicada en el tratamiento contra la EA es el uso de antioxidantes, como la vitamina
E, para la inhibicién de la agregacion del péptido beta amiloide, esto se logra al disminuir los
niveles de zinc; ya que el zinc y el cobre pueden formar complejos con el péptido beta amiloide e
inducir su agregacion. El cobre por su parte, al estar en presencia del péptido beta amiloide, se ve
reducido y forma especies oxidantes reactivas como el peréxido de hidrdgeno, el cual se ha
reportado es capaz de causar dafio a nivel neuronal (Wolfe, 2002; Atwood, 2003).

1.4 ESTRATEGIAS INMUNOTERAPEUTICAS CONTRA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La hipdtesis amiloide sefiala que el incremento en la produccion y la acumulacién del péptido AP
1-42 es la causa principal de la patogénesis en la EA, es por ello que se han disefiado varias
estrategias terapéuticas que consideran al péptido AB 1-42 como el blanco principal. En diversos
estudios se ha observado que tanto la inmunoterapia activa como pasiva son prometedoras
estrategias para tratar la EA ya que ambas estan basadas en anticuerpos especificos contra el
péptido beta amiloide: la inmunoterapia pasiva consiste en administrar de manera directa los
anticuerpos especificos, mientras que en la inmunoterapia activa el péptido beta amiloide es
administrado junto con un adyuvante para desarrollar una respuesta inmune contra el péptido
beta amiloide (Lemere, 2004).

INMUNIZACION PASIVA: en el caso de la EA se han llevado a cabo estudios en ratones
transgénicos a los que se administraron anticuerpos monoclonales y policlonales contra el péptido
beta amiloide. Estos anticuerpos, administrados de manera periférica, entran al sistema nervioso
central (SNC) y logran reducir las placas en un 93% y 81% respectivamente (Bard et all, 2000). Esto
indica que los anticuerpos por si solos son capaces de disminuir la acumulacion de agregados
amiloides en la zona cerebral.

Aunque la disminucién de carga amiloide a través de la inmunizacién pasiva probo tener buenos
resultados en la mejora cognitiva de los ratones a los que se les administrod los anticuerpos, la
inmunizacion pasiva tiene ciertas desventajas. Una de las desventajas consiste en tener que
administrar constantemente al paciente una dosis de anticuerpo ya que la inmunizacién pasiva no
produce memoria inmunoldgica. Por otro lado la mayor de las desventajas es el hecho del

20




desarrollo de microhemorragias intracerebrales, hecho demostrado en 2002 en un estudio con
ratones transgénicos (Pfeifer, 2002).

INMUNIZACION ACTIVA: en la tltima década se han efectuado diversos estudios en ratones
transgénicos a los que se les administro el péptido AB 1-42 en conjunto con algun adyuvante
(adyuvante de Freund en la mayoria de los casos). Estos estudios demostraron un decremento en
la patologia caracteristica de la EA como la formacidn de nuevas lesiones en la zona cerebral,
disminucién de la carga amiloide asi como la generacién de anticuerpos anti-beta amiloide y una
activacion de células de microglia en zonas con carga amiloide en forma de placas (Ferrer, 2004).
Por otra parte los ratones a los que se les sometid a tratamiento experimentaron una mejora en
las funciones cognitivas y es por ello que se decidié dar el siguiente paso y llevar las pruebas
clinicas.

1.4.1 INMUNOTERAPIA EN HUMANOS

En base al éxito logrado con la inmunizacién activa en ratones transgénicos con el péptido beta
amiloide, se llevaron a cabo pruebas clinicas con una forma sintética del péptido Ap 1-42 al que se
denominé AN1792. En este estudio se administraron 4 inyecciones a los pacientes con EA en un
periodo de 6 meses, aunque 4 pacientes fallecieron en este lapso de tiempo ninguna de las
muertes fue atribuida a causa de la inmunizacion. El estudio arrojé como resultado una reduccion
en la velocidad de deterioro cognitivo, aunque no se logrd recuperar el nivel cognitivo normal
como en el caso de los estudios hechos en ratones transgénicos ( Munch y Robinson, 2002).

El estudio fue llevado a la Fase Il, en donde 300 pacientes recibieron el tratamiento con AN1792.
Para medir la eficacia del tratamiento se hicieron evaluaciones de la funcidn cognitiva, volumen
cerebral, concentracidén de biomarcadores y el funcionamiento y desempeno personal dia a dia. De
manera desafortunada fueron reportados 17 casos de encefalitis entre los pacientes, después de
recibir entre una vy tres dosis de AN1792, por lo que todo el estudio fue cancelado.

Los pocos resultados obtenidos a partir de este estudio mostraron que la vacuna AN1792 es capaz
de promover la produccién de anticuerpos anti- beta amiloide, sin embargo se debe mencionar
que esta vacuna no disminuyd el declive cognitivo (Senior, 2002).
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1.4.2 MECANISMOS DE ACCION INMUNOTERAPEUTICA DE LOS ANTICUERPOS CONTRA EL
PEPTIDO BETA AMILOIDE

Actualmente, gracias a las ensayos clinicos realizados en pacientes con EA y a diversos
experimentos in vitro e in vivo en diferentes modelos animales, se sabe que hay 3 posibles
mecanismos a través de los cuales los anticuerpos anti-beta amiloide son capaces de disgregar y
disminuir los depdsitos del péptido beta amiloide en el area cerebral.

1.- Disgregacion de forma directa: por medio de este mecanismo los anticuerpos anti-beta
amiloide son capaces de disolver y neutralizara la forma oligémerica del péptido beta-amiloide.
Esto también se ha demostrado en estudios in vitro en donde anticuerpos anti-beta amiloide son
capaces de impedir la agregacion del péptido beta amiloide (Frenkel et al, 2002).

2.- Fagocitosis por accién de microglia: en este mecanismo los anticuerpos anti-beta amiloide se
unen a través de su fraccidn cristalizable (Fc) al receptor FcR localizado en las células de microglia
en el cerebro. La unién Fc al receptor FcR media la fagocitosis por medio de la microglia del
complejo beta amiloide-anticuerpo. Estudios in vivo han demostrado que al administrar de forma
periférica anticuerpos anti-beta amiloide se puede detectar la presencia de microglia activada
rodeando las placas amiloides en la zona cerebral (Wilcock et al, 2004).

3.- Peripheral sink: a través de este mecanismo se lleva a cabo un “secuestro” del péptido beta
amiloide periférico, causando con esto una migracion del péptido beta amiloide encontrado en
cerebro al plasma. Estudios in vivo demuestran que algunos anticuerpos monoclonales contra el
péptido beta amiloide no atraviesan la barrera hematoencefalica sin embrago hay una
disminucién en la formacién de placas amiloides e incluso de dafio cognitivo (Sigursson et al,
2001).

Aunque la inmunizacidn activa ha probado tener una cierta eficacia en el tratamiento contra la EA,
su principal problema radica en la activacidn de linfocitos T autorreactivos capaces de producir
neuroinflamacidn a través de una respuesta inmune tipo Thl. Es por ello que se ha propuesto al
acido retinoico como un posible inmunomodulador capaz de cambiar una respuesta inmune Thl
hacia una respuesta inmune de tipo Th2.
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Figura 6. Mecanismos de eliminacién del péptido beta amiloide a través de anticuerpos anti-beta
amiloide. a) desagregacién de oligdmeros y fibrillas por medio de anticuerpos anti-beta amiloide. b)
fagocitosis de agregados del péptido beta amiloide a través de la microglia. c) anticuerpos anti-beta
amiloide se unen a ménomeros de beta amiloide en el plasma y promueven la sdlida del beta
amiloide del parénquima cerebral (Weiner y Frenkel, 2006).

1.5 ACIDO RETINOICO

El acido retinoico es un derivado de la vitamina A, el cual tiene funciones en el desarrollo y
diferenciacion celular. El 4cido retinoico se obtiene a través de la vitamina A al incorporarse en el
organismo por la ingesta tanto de productos de origen animal (en forma de retinol y de ésteres de
retinol) como de origen vegetal (en forma de carotenoides). Los ésteres de retinol son hidrolizados
en el lumen del intestino delgado a retinol. Por otro lado los carotenoides se absorben por
difusion pasiva en el interior del enterocito donde son convertidos también en retinol.

Parte de este retinol o vitamina A es destinado hacia la sintesis de acido retinoico. La formacién de
este compuesto, a partir de retinol, implica dos etapas de oxidacién. La primera oxidacion, de
retinol a retinal, es reversible y esta catalizada por la retinol deshidrogenasas. El retinal por su
parte, a través de la aldehido deshidrogenasa es transformado en acido retinoico. El dcido
retinoico, es capaz de interaccionar con receptores nucleares (RAR y RXR) para activar la expresion
de genes de respuesta a acido retinoico (M. Obulesu et all, 2011).

Como resultado de esta activacion se observa la regulacién de las funciones de las células
presentadoras de antigeno, la induccion de células T reguladoras, la supresion de la expresién de
INF-y, entre otros procesos bioldgicos (Manicassamy and Pulendran, 2009, Seminars in
Immunology).
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Figura 7. Via de sintesis del acido retinoico a partir de productos animales (ésteres de retinol) y
productos vegetales ( B —caroteno) y su posterior interaccidn con receptores nucleares y expresion
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Figura 8. Mecanismo de accidn de los receptores nucleares de acido retinoico y su interaccién con el ADN.
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si el dcido retinoico es un candidato adecuado para su uso como inmunomodulador en el
desarrollo de una vacuna para el tratamiento de la EA.

3. OBJETIVOS PARTICULARES

- La inmunizacion de ratones C57BL/6 y 3xTg-AD con beta amiloide 1-42 en presencia de acido
retinoico como inmunomodulador.

-Analisis de la respuesta inmune humoral.

4. HIPOTESIS

Ratones de las cepas C57BL/6 y 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42 y
saponina como adyuvante en presencia de acido retinoico, producirdn anticuerpos relacionados
con una respuesta inmune de tipo anti-inflamatoria (Th2) debido al efecto inmunomodulador del
acido retinoico.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material:

.Ratones de la cepa C57BL/6 de 8 semanas de edad: la cepa de raton C57BL/6 es la cepa mas
utilizada en investigacion de la EA ya que la mayoria de la cepas transgénicas desarrolladas para el
estudio de la EA estan basadas en C57BL/6. Ademas de su tendencia a desarrollar una respuesta
inmune de tipo pro-inflamatoria (Th1), lo cual es adecuado para evaluar los efectos de un
inmunomodulador capaz de desviar una respuesta inmune hacia Th2.

.Ratones de la cepa 3xTg-AD de 6 meses de edad (obtenidos de los laboratorios Jackson, EUA): |a
cepa de ratén 3xTg-AD es una cepa con un background genético de raton C57BL/6, se caracteriza
por expresar tau, APP y presenilina (PS1) humanos. Debido a esto desarrolla agregados amiloides
intra y extracelulares asi como neurofibrillas de tau hiperfosforilada.

25




5.2 Metodologia:

5.2.1 Protocolo de inmunizacién de ratones de la cepa C57BL/6.

Se inmunizaron por via intraperitoneal 5 ratones por grupo de la cepa C57BL/6 (ver disefio de
grupos en la tabla 1). En cada inmunizacién se administraron 20 ug de péptido beta amiloide 1-42
fibrilar en presencia de 40 pg de saponina como adyuvante y 40 pl de PBS (amortiguador salino de
fosfatos) para completar un total de 100 pl por ratdn. Las inmunizaciones se llevaron a cabo cada
10 dias y se realizardn un total de 5 inmunizaciones a lo largo del experimento.

5.2.2 Protocolo de tratamiento para ratones de la cepa C57BL/6.

El tratamiento efectuado en 5 ratones de uno de los grupos (ver tabla 1) consistié en 100 pg de
acido retinoico administrados por via intraperitoneal cada tercer dia, durante un periodo de
tiempo de 8 semanas.

PBS

= 100 pL PBS =

Saponina + AB 1-42 AR 1-42 20 pg AB1-42+40 -

Lg saponina
Saponina + A 1-42 AB 1-42 20 pg A 1-42 +40 100 pg acido
(tratamiento con acido pg saponina + 40 ug retinoico
retinoico) PBS

Tabla 1. Esquema de inmunizacidn y tratamiento para los 3 diferentes grupos de ratones de la cepa C57BL/6.
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5.2.3 Protocolo de inmunizacion de ratones de la cepa 3xTg-AD.

Se inmunizaron por via intraperitoneal 5 ratones por grupo de la cepa 3xTg-AD (ver la
composicion de los grupos en la tabla 2). En cada inmunizacidn se administraron 20 pg de péptido
beta amiloide 1-42 en presencia de 40 pg de saponina como adyuvante y 40 pl de PBS para
completar un total de 100 pl por ratdn. Las inmunizaciones se llevaron a cabo cada 10 dias y se
realizardn 5 inmunizaciones a lo largo del experimento.

5.2.4 Protocolo de tratamiento para ratones de la cepa 3xTg-AD.

El tratamiento fue efectuado en ratones de la cepa 3xTg-AD. El tratamiento consistié en 100 ug de
acido retinoico administrados por via intraperitoneal cada tercer dia, durante un periodo de
tiempo de 8 semanas. El acido retinoico se administro a 2 diferentes grupos de ratones, los
inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42 y saponina como adyuvante, y un segundo grupo al
que no se le inmunizd y solamente recibié tratamiento.

“ e -
PBS

- 100 pL PBS - i.p.

Saponina + AB 1-42 AB 1-42 20 ug AB1-42 +40 - i.p.
Kg saponina

Saponina + AB 1-42 AB 1-42 20 ug AB1-42 +40 100 pg acido i.p.
(tratamiento con acido ug saponina + 40 pg retinoico
retinoico) PBS
Tratamiento con 4cido - - 100 pg de acido i.p.
retinoico retinoico

Tabla 2. Esquema de inmunizacion y tratamiento para los 4 diferentes grupos de ratones de la cepa 3xTg-AD.
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5.2.5 Obtencion de sueros.

La obtencién del suero correspondiente a cada ratdn se efectud bajo los principios bioéticos
correspondientes al protocolo aprobado por el Instituto de Investigaciones Biomédicas. La sangre
extraida fue depositada en tubos eppendorf de 1.5 mL y puesta a incubar durante 1hr a 37°C.
Posteriormente fue centrifugada a 13,000 rpm durante 10 minutos. Se obtuvieron los
sobrenadantes y fueron depositados en tubos eppendorf nuevos de 1.5 mL para ser nuevamente
centrifugados a 5,000 rpm durante 10 minutos. Nuevamente se extrajo el sobrenadante y fue

depositado en tubos eppendorf nuevos de 1.5 mL para ser almacenados a 20°C.

5.2.6 Evaluacidn en sueros de IgG mediante la técnica de ELISA.

Se realizd la sensibilizacion de una placa de microtitulacion de 96 pozos (Nunc, MaxiSorp) durante
toda la noche a una temperatura de 4°C con 0.2 ug de péptido beta-amiloide 1-42 por cada 100 pL
de buffer de carbonatos (pH 9.6). La sensibilizacion se efectud durante toda la noche a una
temperatura de 4°C. En el dia posterior se efectuaron 4 lavados de la placa con PBS-tween 0.2%.
Se bloquearon los pozos de la placa con PBS-albimina al 2% (200 pL por pozo) durante 1 hora a
37°C. Se realizaron 4 lavados con PBS-tween 0.2%, se agregaron los sueros obtenidos de cada
raton en una dilucién 1:100 en PBS-albimina 2%-tween 0.2% (100 pL por pozo) y se incubd
durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron 4 lavados de placa con
PBS-tween 0.2% y se agrego un anticuerpo anti-IgG (H+L) de ratdon acoplado a HRP (Molecular
Probes, Invitrogen, Oregon, USA) en una dilucidn de 1: 2500 en PBS-albumina 2%-tween 0.2% (100
pL por poza) y se incubé 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados de placa con PBS-tween 0.2% y se
revelé con ABTS (100 plL por pozo). Las lecturas de densidades dpticas se realizaron a 405 nm en
un lector automatico de placa.

5.2.7 Determinacidn de subclases de IgG mediante la técnica de ELISA.

Se realizé la sensibilizacién de una placa de microtitulacién de 96 pozos durante toda la noche a
una temperatura de 4°C con 0.2 pg de péptido beta- amiloide 1-42 por cada 100 pL de buffer de
carbonatos (100 plL por pozo). En el dia posterior se efectuaron 4 lavados de la placa con PBS-
tween 0.2%. Se bloquearon los pozos de la placa con PBS-albimina al 2% (200 pL por pozo)
durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados con PBS-tween 0.2%, se agregaron los sueros
obtenidos de cada ratén en una dilucién 1:100 en PBS-albimina 2%-tween 0.2% (100 pL por pozo)
y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizaron 4
lavados de placa con PBS-tween 0.2% y se agregaron los siguientes anticuerpos: un anticuerpo
anti-IgG (H+L) de ratén acoplado a HRP (Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA) en una
dilucién de 1: 2500 en PBS-albimina 2%-tween 0.2% (100 pL por poza), un anticuerpo de conejo
anti-lgG1 de ratén acoplado a HRP (ZYMED, USA) en una dilucién de 1: 2500 en PBS-albumina 2%-
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tween 0.2% (100 plL por pozo) un anticuerpo de ratdn (BALB/c) anti IgG2a de ratén (C57BL/6)
acoplado a biotina (BD Biosciences Pharmigen, USA) en una dilucién de 1: 10,000 en PBS-albumina
2%-tween 0.2% (100 pL por pozo) y un anticuerpo de conejo anti-lgG2b de ratén acoplado a HRP
(ZYMED, USA) en una dilucién de 1: 2500 en PBS-albumina 2%-tween 0.2% (100 pL por
pozo).Después de la incubacién y lavados, a los pozos correspondientes a IgG2a se agregd
estreptavidina acoplada a HRP (BD Biosciences Pharmigen, USA) en una dilucién de 1: 2000 y se
incubo 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados de placa con PBS-tween 0.2% y se revelé con ABTS
(100 pL por pozo). Las lecturas de densidades dpticas se realizaron a 405 nm en un lector
automatico de placa.

6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion mediante la técnica de ELISA de IgG total en sueros de ratones de la
cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta-amiloide 1-42.

Los resultados obtenidos muestran que todos los ratones inmunizados con el péptido beta
amiloide 1-42 produjeron anticuerpos anti-beta amiloide 1-42, al compararlos con el suero de
ratén de la cepa C57BL/6 inmunizados con PBS utilizado como control negativo (Fig. 7).
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Figura 9. Evaluacion mediante ELISA de sueros de ratones de la cepa C57BL/6
inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos representan el
promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de ELISA asi
como su desviacién estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponina y ATRA-acido
retinoico.
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Promedio de la suma de anticuerpos encontrados en el suero de
ratones de los diferentes grupos de inmunizacion
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Figura 10. Promedio de la cantidad de IgG total obtenida de los sueros de ratones de la cepa
C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42 bajo diferentes esquemas de
tratamiento. Los grupos de inmunizacién constaron de 5 y 10 ratones respectivamente.
(P>0.05).

6.1.1 Evaluacion mediante la técnica de ELISA de subclases de IgG en sueros de ratones
de la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42.

Mediante ensayos de ELISA se realizo la determinacion de las subclases de IgG presentes en los
sueros de los ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los
resultados obtenidos (Fig. 8-11) muestran que los ratones inmunizados y tratados con acido
retinoico produjeron anticuerpos anti-bata amiloide de las subclases IgG1 e IgG2b, dos subclases
relacionadas con una respuesta inmune anti-inflamatoria (Th2). Por su parte los ratones
inmunizados con el péptido sin recibir tratamiento alguno, produjeron anticuerpos de la subclase
IgG2a, indicando una respuesta pro-inflamatoria de tipo Th1.
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Figura 11. Evaluacién mediante ELISA de la subclase 1gG1 en sueros de ratones
de la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos
de ELISA asi como su desviacion estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponina
y ATRA-4cido retinoico.
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Figura 12. Evaluacién mediante ELISA de la subclase IgG2a en sueros de ratones de
la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacién estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponinay
ATRA-4cido retinoico.
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Figura 13. Evaluacidn mediante ELISA de la subclase 1gG2b en sueros de ratones de
la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacidn estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponinay
ATRA-acido retinoico.
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Figura 14. Evaluacidon mediante ELISA de la subclase 1gG3 en sueros de ratones de
la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacion estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponina y
ATRA-4cido retinoico.
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Promedio de la suma de anticuerposencontradosen el suero de ratones
de los diferentes grupos de inmunizacion
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Figura 15. Promedio de la cantidad de las diferentes subclases de IgG obtenidas del
suero de ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42
y puestos bajo diferentes esquemas de tratamiento. (P>0.005).

6.2 Evaluacion mediante la técnica de ELISA de IgG en suero de ratones de la cepa
3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42.

Los resultados de los sueros de ratones analizados por medio de ELISA muestran que 9 de los 10
ratones transgénicos inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42 (5 ratones que no recibieron
el tratamiento de acido retinoico y 4 que ratones que si recibieron el tratamiento)produjeron
anticuerpos especificos. Un ratdn del grupo al que se administré tratamiento de acido retinoico,
no desarrollo anticuerpos especificos. El grupo control de ratones que no recibié el péptido y se le
administré el acido retinoico no produjo anticuerpos anti-beta amiloide.
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Figura 16. Evaluacién mediante ELISA de sueros de ratones de la cepa 3xTg-AD
inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42; 9 de los 10 ratones transgénicos
inmunizados con el péptido produjeron anticuerpos especificos. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacién estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponinay
ATRA-4cido retinoico.
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Figura 17. Promedio de la cantidad de IgG total obtenida de los sueros de
ratones de la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42 bajo
diferentes esquemas de tratamiento. Cada grupo de inmunizacion consté de 5
ratones (P>0.005).




6.2.1 Evaluacion mediante la técnica de ELISA de las subclases de IgG en sueros de
ratones de la cepa 3x Tg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42.

Los resultados obtenidos de los sueros de ratones transgénicos analizados por medio de pruebas
de ELISA muestran que los anticuerpos de las subclases I1gG1 e IgG2b estan presentes en mayor
cantidad en el grupo de ratones inmunizados con beta- amiloide 1-42 + saponina + acido retinoico.
Por su parte, los anticuerpos de la subclase 1gG2a se encuentran en mayor cantidad en los sueros
de ratones inmunizados con beta-amiloide 1-42 + saponina en ausencia de acido retinoico como
tratamiento (en las Fig. 1-17 los resultados mostrados son un promedio de 2 diferentes ensayos de
ELISA asi como la desviacion estandar).
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Figura 18. Evaluacién mediante ELISA de la subclase IgG1 en sueros de ratones de
la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacién estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponinay
ATRA-4cido retinoico.
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Figura 19. Evaluacién mediante ELISA de la subclase IgG2a en sueros de ratones de
la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacién estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponinay
ATRA-4cido retinoico.
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Figura 20. Evaluacién mediante ELISA de la subclase 1gG2b en sueros de ratones de
la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42. Los datos
representan el promedio de los valores obtenidos en 3 diferentes experimentos de
ELISA asi como su desviacién estandar. AF-adyuvante Freund, SAP-saponinay
ATRA-4cido retinoico.
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Figura 21. Promedio de la cantidad de las diferentes subclases de IgG obtenidas
del suero de ratones de la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide
1-42 y puestos bajo diferentes esquemas de tratamiento. (P>0.05).

7. DISCUSION

La enfermedad de Alzheimer es la principal forma de demencia en adultos mayores de 65 afios.
Esta enfermedad esta caracterizada generalmente por la presencia de agregados intra 'y
extracelulares del péptido beta amiloide, asi como marafias intracelulares de la proteina tau
hiperfosforilada, ademas de presentarse activacién de microglia y muerte neuronal. (Masliah,
2005 y Feldman et al, 2007).

Hoy dia diversos enfoques terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer estan
en investigacion, siendo la inmunoterapia activa uno de los mas prometedores.

La evidencia recabada en los estudios de inmunoterapia en modelos animales asi como en
humanos indica que el péptido beta amiloide es capaz de inducir anticuerpos especificos y
disminuir la patologia asociada. Sin embargo, en ensayos clinicos hubo ciertos fallos en el diseiio
de la vacuna que indujeron una respuesta inflamatoria en el cerebro. El péptido beta- amiloide 1-
42 es una molécula que contiene epitopos de células By T. La presencia de epitopos de células T
conlleva a la activacidn e infiltracidon al cerebro de células T y a una posterior inflamacién en el
cerebro. Por otro lado, la utilizacidon de saponina como adyuvante promovié también una
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respuesta inflamatoria ya que esta reportado la tendencia de la saponina a favorecer respuestas
de tipo Th1 (F. Silveira et al, 2011).

Por todo lo anterior es de vital importancia el desarrollo de una vacuna que no sea capaz de
producir una respuesta inmune inflamatoria, pero debido a los pocos adyuvantes permitidos en
vacunas para humanos, un nuevo enfoque podria ser la aplicacién de un inmunomodulador capaz
de modular la respuesta inmune producida por la saponina, mds alla de encontrar un nuevo
adyuvante que produzca la respuesta anti-inflamatoria deseada.

En afios recientes se ha propuesto al dcido retinoico como un buen candidato en el tratamiento
contra la EA, esto debido a que la vitamina A y la mayor parte de los retinoides juegan un papel
muy importante en regular la transcripcion de genes asociados a la EA a través de receptores
nucleares para retinoides (M. A. Lane et al, 2005 y M. Obulesu et al, 2011). Por otro lado, se ha
reportado que el uso del acido retinoico como inmunomodulador tiende a promover una
respuesta inmune anti-inflamatoria ( Nimmerjahn et al, 2005 y Makoto I. et al, 2003).

En el presente trabajo demostramos que los ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados con el
péptido beta amiloide 1-42 vy tratados con acido retinoico, produjeron un mayor nivel anticuerpos
IgG1, subclase indicadora de una respuesta anti-inflamatoria (figura 11). En contraparte, los
ratones de la misma cepa que fueron inmunizados con el péptido pero no recibieron el
tratamiento de 4cido retinoico, produjeron en mayor medida anticuerpos de la subclase I1gG2a
(figura 12). La produccion de anticuerpos de la subclase 1gG2a indica una respuesta inmune pro-
inflamatoria. Es por ello que al ser encontrado en bajas cantidades en el grupo de ratones que
recibié tratamiento de acido retinoico en comparacion con el grupo de ratones que no recibié
tratamiento alguno (figura 10), podemos suponer que el acido retinoico efectivamente actué
como inmunomodulador. Sin embargo, se necesitan mas estudios detallados en el futuro.

En los ratones transgénicos de la cepa 3xTg-AD inmunizados con el péptido beta amiloide 1-42
mas saponina, se observé el mismo resultado obtenido en los ratones silvestres de la cepa
C57BL/6. Los ratones tratados con acido retinoico tuvieron un mayor nivel anticuerpos de la
subclase IgG1 en comparacidn con los ratones que no recibieron tratamiento (figura 18).
Inversamente, los ratones que no recibieron tratamiento de acido retinoico, produjeron un mayor
nivel de IgG2a en comparacion con los ratones que si fueron tratados (figura 19). Es interesante
mencionar, que no observamos diferencias en los anticuerpos de la subclase IgG2b (figuras 13 y
20) entre dos grupos de ratones (tratados con el acido retinoico y no tratados). Estos resultados
ameritan mds estudios.

38




8. CONCLUSIONES

1. La inmunizacion con el péptido beta amiloide 1-42 en ratones de las cepas C57BL/6 y 3xTg-AD
induce anticuerpos capaces de reconocer al péptido beta amiloide.

2. El &cido retinoico promueve la produccién anticuerpos de la subclase IgG1 relacionados con
una respuesta inmune de tipo anti-inflamatoria.

3. El &cido retinoico disminuye los niveles de anticuerpos IgG2a, relacionados con una respuesta
inmune pro-inflamatoria.

4. El acido retinoico puede ser un eficaz inmunomodulador capaz de convertir una respuesta
inmune pro-inflamatoria en una respuesta anti-inflamatoria en los futuros protocolos de
inmunoterapia de la EA.
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