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Abreviaturas

EA — Enfermedad de Alzheimer

AP - Péptido beta amiloide

PPAP — Proteina precursora del beta amiloide

PN — Placas neuriticas

MNF — Marafias neurofibrilares

CA — Cuerno de Amon (Regidn hipocampal)

GM1 - Ganglidsido 1

NeuN — Neuronal nuclei (marcador neuronal)

GFAP — Proteina acida fibrilar glial (marcador de astrocitos)
Ibal - lonized calcium binding adapter molecule 1 (marcador de microglia)
SNC - Sistema nervioso central

NMDA - N-metil D-aspartato

AMPA - Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
GABA - Acido y aminobutirico

PBS — Buffer fosfato salino

MHC - Complejo mayor de histocompatibilidad

LPS — Lipopolisacaridos



1. Resumen
La Enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia y representa un problema
de salud principalmente en individuos de edad avanzada mediante la generacién de
deterioro progresivo de las capacidades cognitivas. Uno de los principales componentes
patoldgicos de esta enfermedad es el péptido AP principalmente en estado oligomérico.
Debido a esto se planted en el presente trabajo el estudio del efecto del acido escamédnico
A en un modelo de neurotoxicidad inducido por la inyeccién de oligdmeros de Af en el
hipocampo en ratas Wistar, esto se realizé en base a que estudios previos con moléculas
similares han mostrado un efecto neuroprotector asi como antiinflamatorio en otros
modelos animales. Al observar la estructura tisular mediante el uso de tinciones generales
e inmunohistoquimica para los principales tipos celulares de la regién hipocampal se
observo preservacion del tejido asi como disminucidn en el proceso inflamatorio generado

por el AB en comparacion con los grupos sin administracion previa de AE.



2. INTRODUCCION

Por desorden neurodegenerativo se considera a algunas enfermedades del sistema
nervioso que tienen como caracteristicas, la perdida neuronal progresiva y la perdida de la
funcién a nivel celular, tisular, del érgano y sistémico. Sus causas por lo general, se
desconocen aunque, se propone que su generacion es multifactorial y en algunos casos
podrian deberse a factores genéticos.

En multiples ocasiones, el desarrollo del desorden neurodegenerativo se asocia
con acumulacién anormal de una o mas proteinas en el sistema nervioso central. Cuando
es asi, estas proteinas generalmente se encuentran en un estado anormal de agregacidn,

presentan una conformacién anormal y/o modificaciones postraduccionales. Cuando se
trata de esta situacidén deberd pasar un tiempo durante el cual, dicha proteina se acumula
y posteriormente se comienza a manifestar la sintomatologia.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia. El deterioro de
las capacidades cognitivas, es una caracteristica predominante en esta patologia. En
étapas avanzadas el individuo que la padece, se ve incapacitado en la realizacion de

actividades cotidianas.

Dentro de las caracteristicas neuropatolégicas mas relevantes de la EA, se
encuentran la presencia de placas neuriticas (PN) extracelulares, formadas por el péptido
amiloide beta (AB) y marafias neurofibrilares intracelulares (MNF), formadas por
agregados de la proteina tau hiperfosforilada. Las estructuras cerebrales mas susceptibles
al dafo son el hipocampo y la corteza entorrinal.

Existen diversas teorias propuestas que tratan de definir la generacién y evolucién
de la EA. Algunas de ellas proponen que factores tales como la inflamacién, trastornos
metabdlicos o vasculares, pueden predisponer al desarrollo de la EA. Sin embargo, la
teoria mas aceptada es la cascada de amiloide beta, la cual establece que la acumulacién
del péptido AP y la formacion de agregados desencadena una serie de eventos

moleculares que dan lugar a las caracteristicas observadas en la enfermedad. Esta teoria



esta sustentada en la gran cantidad de estudios realizados tanto in vitro como in vivo, que
han demostrado la toxicidad del péptido.

En la medicina tradicional, diversas plantas han demostrado tener accién
farmacoldgica y son usadas para tratar distintos tipos de patologias. Por lo tanto, es
importante el aislamiento de sus componentes, asi como el desarrollo de modelos
experimentales para conocer sus mecanismos de accién.

Diversas especies de la familia Convolvulaceae son usadas con fines medicinales y
su accion se atribuye a la presencia de resinas glicosidicas producidas por células
secretoras. Algunos de los compuestos aislados de ellas, han demostrado tener accién en
el sistema nervioso central. En el presente estudio, se efectta la evaluacion del efecto
protector que pudiera tener el dcido escamodnico A (un acido glicosidico obtenido de /.
tyrianthina) en un modelo de neurototoxicidad en rata, inducido por la inyeccion de AP en

la regién CA1 del hipocampo.



3. ANTECEDENTES

3.1 Desorden neurodegenerativo
Son enfermedades del sistema nervioso que tienen como caracteristicas, la perdida
neuronal progresiva y la perdida de la funcién a nivel celular, tisular, del drgano vy
sistémico. Sus causas por lo general, se desconocen aunque, se propone que Ssu
generacién es multifactorial y en algunos casos podrian deberse a factores genéticos [1].
En multiples ocasiones, su desarrollo se asocia con acumulacion anormal de una o
mas proteinas en el sistema nervioso central. Cuando es asi, estas proteinas generalmente
se encuentran en un estado anormal de agregacion, presentan una conformacion anormal
y/o modificaciones postraduccionales, tales como la fosforilacién (Figura 1). Cuando se
trata de esta situacidén debera pasar un tiempo durante el cual, dicha proteina se acumula
y posteriormente se comienza a manifestar la sintomatologia [2, 3]. De acuerdo al drea del
sistema nervioso afectada (que generalmente no se restringe a una en especifico), y a las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, un desorden neurodegenerativo se puede
clasificar en distintos subtipos:
Demencia: Predominantemente afectan areas corticales, la mas comun es la enfermedad
de Alzheimer seguida por la demencia vascular [3].
Desorden hipercinético de movimiento: Se manifiesta como un exceso de movimientos
involuntarios. Las areas involucradas son los ganglios basales, tdlamo y cerebelo. El caso
mas comun es la enfermedad de Huntington [4].
Enfermedades acinéticas-rigidas: Afectan predominantemente la sustancia nigra. Se
manifiesta como una extrema lentitud para realizar movimientos voluntarios y rigidez que
pueden o no estar acompafiados de temblores. La mas comuin es la enfermedad de
Parkinson [5].
Desordenes de neuronas motoras: Degeneracion en neuronas motoras corticales y/o
espinales. Se manifiesta como debilidad asimétrica y perdida de la funcién de las

extremidades [6].



Desordenes ataxicos: La estructura afectada de manera predominante es el cerebelo y sus
conexiones. Se manifiesta como desequilibrio y descoordinacién en la marcha y las

extremidades [7].
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Figura 1 - Distintos desordenes neurodegenerativos que como caracteristica cuentan con acumulaciones
anormales de proteina, en algunos de ellos la acumulacidon es intracelular mientras que en otros es
extracelular. En la enfermedad de Alzheimer (esquina superior izquierda) se observa acumulacién
intracelular (tau) y extracelular (amiloide B). (Modificado de Soto, C. 2003).

3.1.1 Demencia
Es un desorden neurocognitivo, que genera deterioro permanente de las funciones
mentales superiores. Implica un deterioro en la memoria y algunas otras funciones que
pueden ser el lenguaje, personalidad, emociones, cognicidn o la funcién viso-espacial. Este
deterioro, es lo suficientemente severo como para afectar la vida cotidiana de los
individuos que la padecen. La principal causa de esta afectacion son las enfermedades
neurodegenerativas, aunque también puede ser generada por otros factores que afectan

el sistema nervioso central como pueden ser infecciones, tumores o inflamacién [1].



De acuerdo a la World Health Organization (WHO, 2015) se distinguen 3 étapas de
evolucién de una demencia de acuerdo a los sintomas que se presentan:
Temprana: Generalmente se pasa por alto ya que el comienzo es gradual. Las alteraciones
observadas son olvidar cosas, perder la nociéon del tiempo y perderse en lugares
familiares.
Intermedia: En esta etapa los sintomas ya son notorios e imposibilitan la realizacién de
ciertas actividades. Olvidarse de eventos recientes y nombres, perderse en su casa,
dificultades para comunicarse, necesidad de ayuda para cuidado personal y cambios de
comportamiento.
Avanzada: La dependencia del paciente es total y permanece inactivo la mayor parte del
tiempo. Los signos fisicos y sintomas se vuelven muy evidentes. Se pierde la nocion del
tiempo y espacio, dificultad para reconocer parientes y amigos, dificultad al caminar,

requiere de asistencia para cualquier tipo de tareas y cambios de comportamiento.

3.2 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), es una enfermedad neurodegenerativa que
altera practicamente todas las funciones cognitivas y la memoria. Genera una perdida
neuronal y de la funcion principalmente en la corteza limbica y de asociacion. Representa
la principal causa de demencia siendo responsable de un 70 a 80% de los casos [1].
En la actualidad hay aproximadamente 900 millones de personas mayores de 60 afios. Se
estima que para el afio 2015 existan 46.8 millones de personas viviendo con la
enfermedad y que para 2050 esta cifra llegara a los 131.5 millones. El costo global de Ia

enfermedad para 2015 es de 818 billones de délares [8].

3.2.1 Caracteristicas macroscopicas
A nivel macroscépico, el cerebro muestra atrofia en la allocorteza y areas limbicas
siendo especialmente susceptible al dafio la corteza mesial temporal, que esta constituida
por la corteza entorrinal y el hipocampo. Se ha estimado que en pacientes con la

enfermedad de Alzheimer, el hipocampo sufre una pérdida del 4 al 6% de su volumen

10



cada afio. La pérdida de tejido en el cerebro de un paciente de Alzheimer provoca la
dilatacion de los ventriculos laterales [9]. Particularmente la dilatacidon del asta temporal
de los ventriculos laterales pone en evidencia la gran atrofia del hipocampo que se
encuentra adyacente a esta estructura (Figura 2). Mientras tanto se puede ver

preservacion de la corteza motora primaria y visual [10].

Figura 2 — En los recuadros A y B se observa el cerebro de un individuo sano mientras que en los recuadros C
y D el de una persona con la patologia de Alzheimer. En las flechas rojas se muestra el ensanchamiento de
los surcos en el caso de C en comparaciéon con A mientras que la flecha negra muestra la atrofia del
hipocampo en el cerebro con la EA.

3.2.2 Lesiones microscopicas
-Placas de amiloide
Son depdsitos formados por el péptido AB en un estado de agregacién fibrilar y con
configuracion de hoja B plegada. Al estudiarse a detalle se pueden encontrar muchos tipos
de placas pero se dividen principalmente en dos: Placas difusas y Placas neuriticas.
-Placas difusas
No presentan un nucleo central, sus limites no se encuentran bien definidos y son
irregulares [11]. Se observa una menor proporcidn de neuritas distréficas

aproximadamente sdlo el 12% de las placas difusas se encuentran asociadas con neuritas
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distréficas [12]. En ratones APP23 los cuales sobreexpresan la proteina APP con la
mutacion sueca; no se ha visto una respuesta significativa de la microglia, asociada a este
tipo de placas. Sin embargo en tejido humano, es posible detectar microglia reactiva en
este tipo de placas [13] [14]. Se ha observado en tejido de pacientes con la enfermedad
de Alzheimer, que la cantidad de sinapsis en regiones con placas difusas, no tiene una
diferencia significativa con regiones libres de amiloide [15]. Se tiflen muy levemente con
rojo congo o tioflavina [11]. Este tipo de placas, pueden encontrarse en tejido de
individuos de edad avanzada con funcidn cognitiva normal [9]. Anteriormente, se pensaba
gue representaban un estadio temprano en la formacién de las placas neuriticas, sin

embargo se ha visto que su formacion es independiente [16].

-Placas neuriticas (PN)

Presentan un “nucleo” o regién central con mayor densidad de amiloide en
conformacion de hoja B plegada, el cual es altamente insoluble (Figura 3). Las neuritas
cercanas a estas placas, se vuelven distréficas a los pocos dias del surgimiento de la placa,
sin embargo el desarreglo del citoesqueleto subyacente a este fendmeno es un proceso
gue avanza con el tiempo [16]. En la cercania de la placa, la perdida sinaptica es
significativa; en un estudio realizado en ratones transgénicos APPSI, se observé una
perdida sindptica bastante notoria en un radio de 50 um alrededor de la placa [17]. La
pérdida sindptica es una de las caracteristica de la enfermedad que tiene mayor
correlacién con el deterioro cognitivo [18].

Sin embargo en los Ultimos afios, la toxicidad generada por el amiloide, se ha
atribuido en mayor medida a las especies oligoméricas del péptido AB1-42 las cuales se
pueden encontrar dentro y en la periferia de dichas placas. Por otro lado, también se ha
demostrado en un modelo murino que formas oligoméricas de AP, correlacionan mejor
con la perdida y disminucion del tamano de las sindpsis en la periferia de la placa y sus
cercanias [19]. En tejido de pacientes con EA y adultos mayores con funcidn cognitiva
normal, se ha observado que el nimero y tamafio de las PN es hasta 25% a 30% mayor

en el grupo de Alzheimer [20]. Son claramente detectables con rojo congo o tioflavina[9].
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Estudios realizados en tejido humano, se ha visto que cimulos de microglia HLA-DR (+) se
encuentran principalmente asociado a PN y casi ausentes por completo en placas difusas.

Estos cimulos correlacionan regionalmente con las areas con mayor dafio observado [21].

Figura 3 — Placas de amiloide difusas (40x) (asteriscos en rojo) y Placas neuritica (PN) (flechas verdes) en
tejido cerebral de un individuo con EA, evidenciadas con impregnacidn argéntica (Bielchowski).

-Maraias neurofibrilares

Esta lesién estd formada por la proteina tau en un estado hiperfosforilado, como
ha sido evidenciado mediante ensayos de inmunohistoquimica e inmunoblot, en tejido de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer [22].

Se ha observado que algunos de los aminodacidos fosforilados son especificos para
distintas taupatias y por lo tanto representan una caracteristica diagndstica [23]. Entre las
modificaciones post-traduccionales de tau presentes en distintas patologias, se encuentra
la truncacion y la hiperfosforilacidon la cual conduce a su deslocalizaciéon en el soma y
dendritas [24]. La agregacion de esta proteina se ve facilitada por moléculas polianidnicas,
fosforilacién y truncacién por proteasas [25]. En diversas taupatias la proteina tau se
encuentra agregada en forma de filamentos helicoidales apareados, cada filamento tiene
un ancho de 10 a 22 nm con un didmetro aproximado de 10nm[26] los cuales se localizan
en el interior de las neuronas [27] y pueden ser detectadas mediante la tincién con rojo
congo o tioflavina debido a la afinidad de estas moléculas por estructuras polipeptidicas

con conformacion de hoja B plegada [28]. Este tipo de lesiones, presentan una mejor
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correlacién con la severidad y progresidon de la demencia observada en la EA que las PN

(Figura 4) [29].

Figura 4 — Micrografia mostrando marafias neurofibrilares (MNF) intracelulares evidenciadas por
impregnacion argéntica (Bielchowski). Las flechas muestran la formacién de agregados fibrilares de la
proteina Tau.

La proteina de unién a microtubulos tau es intracelular y se encuentra tanto en los
axones de neuronas maduras participando en el transporte a lo largo del axdén vy
organizacién de microtubulos. La proteina tau estd formada principalmente por
aminodcidos de tipo polar lo cual le confiere una conformacion de hélice al azar [30],
debido a esto y a la presencia de pocos aminoacidos hidrofébicos esta proteina es
altamente soluble. Tau se divide principalmente en dos dominios, el de unién a
microtubulos y el de proyeccién; en el primero tiene de 3 a 4 regiones de repetidos
(dependiendo de la isoforma de la que se trate), que le confieren la capacidad de unién a
tubulina y entre la que se encuentran dos hexapéptidos que se ven involucrados en su
agregacion [24, 30, 31]. Estos hexapéptidos denominados PHF6 y PHF6* han demostrado
tener la capacidad de formar hojas 3 y por lo tanto son propensos a formar fibras [32]. En
la regién de unién a microtldbulos, la proteina tiene varios sitios de fosforilaciéon y
mediante este mecanismo se regula su afinidad de unién a los microtubulos.

Al disociarse tau de los microtubulos se pierde la estabilidad del citoesqueleto y se
ve disminuido el transporte de vesiculas y organelos a través de los microtubulos lo que

puede resultar en dafio neuronal [33]. Tau ha demostrado ser mediador de mecanismos
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de toxicidad de AB. Esto fue demostrado al cultivar neuronas hipocampales obtenidas a
partir ratones knockout (que carecen de la expresién de tau), ratones transgénicos que
sobre-expresan la proteina tau humana y ratones silvestres. Los diferentes cultivos fueron
expuestos a la presencia de AB fibrilar y el analisis morfolégico demostrd que las neuronas
obtenidas de ratones que sobre-expresan la proteina tau humana, degeneraron en
presencia de AB, de forma similar a las neuronas que expresan la proteina tau enddgena
(ratones silvestres). Por el contrario, las neuronas obtenidas de los ratones knockout, no
mostraron signos de degeneracion en presencia del péptido AP [34]. Un intermediario de
los efectos téxicos generados por Tau es Fyn, un receptor con funcidn de tirosin cinasa
activado por Tau que fosforila la subunidad 2 del receptor NMDA lo que aumenta su

actividad resultando en dafio excitotéxico para la neurona [35].

3.3 Hipocampo

Es una estructura cerebral ubicada en el I6bulo temporal mesial, esta formado por
una serie de subregiones vinculadas entre si, que interactian para llevar a cabo las
funciones correspondientes a esta estructura [36].

El primer indicio de su funcidon, se observd en un paciente con reseccion bilateral
del 16bulo temporal mesial, donde pudo observarse una pérdida de la memoria a corto
plazo, por lo que se comenzd a estudiar en un grupo mayor de pacientes con
procedimientos similares. Se observd que esta pérdida de memoria era mas severa en
aquellos pacientes en los que se habia resecado gran parte del hipocampo [37]. Este
hallazgo ha sido confirmado por otros estudios de correlacidon entre volumen hipocampal
por MRl y test de memoria [38].

En roedores, el hipocampo se encuentra involucrado en la memoria de tipo
espacial [39]. Asi mismo el hipocampo interactla con la regiéon parahipocampal y la
corteza cerebral para la formacién de memorias funcionando como una estructura
involucrada en el procesamiento de la memoria inmediata hacia memorias permanente

[40].

15



Los correlatos a nivel molecular del aprendizaje y memoria son la potenciacion y
depresion a largo plazo. Estos mecanismos se definen como cambios en la eficacia
sindptica y se encuentran presentes de manera importante en el hipocampo. En la
potenciaciodn a largo plazo, la eficacia de las sinapsis excitatorias se ve incrementada, por
lo que la activacién de los receptores NMDA es indispensable para que se lleve a cabo este
proceso [41]. El Ca** genera a través de la calmodulina, la activacién de la proteina
CAMKII, la cual a su vez genera un aumento en la densidad de receptores tipo AMPA en la
sindpsis [42]. Contrario a esto la depresidn a largo plazo es un proceso que culmina con la
eliminacidon de las sinapsis excitatorias, algunos de los procesos involucrados en este
mecanismo son la expresidén de caspasa 3 y la internalizaciéon de receptores AMPA. Este
proceso, también es dependiente de los receptores NMDA y se ha observado que puede
incrementarse en presencia del péptido AB [43]. El principal circuito descrito en el
hipocampo, se denomina circuito trisindptico que comienza en la corteza entorrinal la cual
hace sindpsis con las neuronas granulares del giro dentado mediante la via perforante,
esta a su vez contactan las neuronas piramidales del CA3 mediante las fibras musgosas y
por ultimo las colaterales axdnicas de CA3 realizan sindpsis con las neuronas piramidales

de CA1 (figura 5).

Figura 5 - Hipocampo. Se muestran las principales conexiones dentro del circuito trisinaptico. Corteza
entorrrinal — Giro dentado (via perforante, Giro dentado — CA3 (fibras musgosas), CA3-CA1 (colaterales de
Schaffer). (Tomado de Moser E. 2011).
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La mayor cantidad de aferencias que recibe el hipocampo provienen de la corteza
entorrinal a través de la via perforante, que en ratas se compone de 2 subregiones, la
region medial que recibe aferencias de regiones relacionadas con el procesamiento
espacial y la regidon lateral cuyas aferencias provienen de regiones involucradas con el
reconocimiento de objetos [44]. Los axones de ambas regiones, tienen sinapsis con las
células del estrato granular del giro dentado y CA3, el neurotransmisor liberado por las
neuronas de la corteza entorrinal es el glutamato [45], aunque se ha reportado también la
presencia de interneuronas GABAérgicas en esta via [46]. Otra eferencia de la via
perforante que se ha observado es directamente hacia la regién CA1 [47]. Los axones de
las células granulares del giro dentado a su vez, establecen contactos sindpticos con las
neuronas piramidales de CA3, a estos axones se les denomina fibras musgosas que son
principalmente excitatorias y liberan el neurotransmisor glutamato. Las colaterales de
estos axones llegan a la region del hilus [48]. Los axones eferentes de estas neuronas van
hacia la fimbria hipocampal pero tienen ramas colaterales que se desvian y establecen
sinapsis con las neuronas piramidales de CAl, y se denominan colaterales de Schaffer.
Estas son las principales aferencias de la region CA1 y el neurotransmisor que liberan es el
glutamato [49].

Por ultimo, los axones de estas células viajan en el alveus hasta juntarse con los de
la fimbria hipocampal y dejar finalmente el hipocampo [50]. Se dice por lo tanto que el
hipocampo fisiolégicamente se encuentra organizado en lamelas ya que una activacién
localizada en la via perforante activara una regidn o parte del hipocampo formada por los
4 circuitos excitadores que se mencionan es decir: via perforante, fibras musgosas,
colaterales de Schaffer y fibras del Alveus [50]. De manera que un determinado grupo
celular, de cualquiera de estas regiones (corteza entorrinal, giro dentado, CA3 y CA1l),
activard un segmento especifico de la region con la que establece contacto sindptico [51].

La regién conocida como Cuerno de Amodn formado por las subregiones CA1, CA3 y
CA4 se compone de 6 estratos, el mas externo denominado stratum oriens esta formado
por dendritas de las neuronas piramidales asi como interneuronas en canasta. El estrato

piramidal contiene los cuerpos celulares de las neuronas piramidales, tiene un grosor que
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va de los 40 a 100 um dependiendo de la subregidn que se observe, el stratum lucidum
formado por las fibras musgosas que van desde el giro dentado hacia la subregion CA3, el
stratum radiatum que contiene fibras comisurales asi como las colaterales de Schaffer y
tiene un grosor que va de los 75 a 200 um y dos estratos que por su tamafio se agrupan en
el stratum lacunosum-moleculare el cual contiene colaterales de Schaffer asi como
sindpsis de la via perforante con dendritas distales de las neuronas piramidales [52].

El giro dentado se encuentra formado por 3 estratos, el mas externo denominado
molecular donde se encuentran las dendritas de las neuronas granulares junto con
algunas interneuronas. El estrato granular estd formado por neuronas granulares su
grosor va de 4 a 8 células siendo aproximadamente de 60 um y finalmente el estrato
polimérfico formado principalmente por las células musgosas e interneuronas [53].
Muchas de las neuronas granulares del giro dentado se generan posterior al nacimiento y
a lo largo de la vida y constituye uno de los pocos nichos neurogénicos en el organismo
adulto; las demas estructuras del hipocampo se forman entre los dias 15 y 19 de la
gestacién en rata [54, 55].

El nicho neurogénico esta formado por los precursores neurales, células de la glia,
células endoteliales, matriz extracelular y células del sistema inmune. Los cuerpos
celulares de los precursores neurales, se encuentra en la zona subgranular la cual se ubica
entre la capa granular del giro dentado y el hilus y sus prolongaciones se extienden hasta
el estrato molecular [56]. La neurogénesis se puede evidenciar mediante el uso de un
marcador como doblecortina (DCX), una fosfoproteina asociada a microtibulos que se
expresa en las neuronas recién diferenciadas [57].

Las neuronas granulares del giro dentado son de morfologia eliptica y tienen
aproximadamente 18 um de altura por 10 um de ancho. Estas neuronas son las
responsables de las eferencias excitatorias del giro dentado mientras que otras neuronas

denominadas piramidales en canasta son interneuronas y su funcion es inhibitoria [53].
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3.4 Péptido AB
Este péptido se forma durante el procesamiento de la proteina precursora del
amiloide (PPAP) (Figura 6). PPAPB es una proteina transmembranal por lo que su
procesamiento se lleva a cabo en la membrana plasmética y/o compartimentos

membranosos mediante dos vias. [58, 59].

(a) Nonamyloidogenic pathway (b) Amyloidogenic pathway
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Figura 6 - Procesamiento de la PPAP por las vias amiloidogénica (a) y no amiloidogénica (b). En (a) la
secuencia correspondiente al péptido AP se escinde por la mitad por la a—secretasa por lo que no se origina
el péptido AB. En el caso de (b) la B-secretasa corta al inicio de la secuencia de AP dando lugar a su
generacion, por la posterior accion de y-secretasa. (Tomada de Campos-Pefia V. et al 2014).

a) Via no amiloidogénica

Inicialmente PPAP debe ser escindido por las a secretasa, la cual esta constituida
por miembros de la familia de proteasas ADAM (9,10 y 17) y genera los fragmentos sAPP y
CTF83 y en la cual, no se genera AB [60, 61]. El procesamiento por esta via es el que ocurre

de manera mas frecuente en condiciones fisioldgicas [62].

b) Via amiloidogénica

Otra via de procesamiento denominada amiloidogénica, ocurre cuando el primer corte

es realizado por la B secretasa (BACE1l), una aspartil proteasa localizada en
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compartimentos de la via secretoria como endosomas o aparato de Golgi asi como en la
membrana plasmatica. [63, 64]. Esto es congruente con un estudio realizado en cultivo
celular en el que se determind que gran parte del AB generado se produce en endosomas
[65]. En el caso del procesamiento por BACE1 en la membrana plasmatica se ha visto que
este ocurre preferentemente dentro de balsas lipidicas [66]. Altos niveles de colesterol en
la membrana plasmatica [66] y niveles altos de glucocorticoides como los generados
durante periodos de estrés [67], favorecen el procesamiento por esta via.

La estructura del péptido AR, se ha dilucidado mediante estudios de resonancia
magnética nuclear y se ha observado que estd formado por dos alfa hélices conectadas

por un pliegue (Figura 7) [68].

Fibril Axis

"odd" end BZ

Figura 7 — Se observan los fragmentos del péptido AB del aminodcido 17 al 42 interactuando para la
formacion de estructuras beta y su agregacion para la formacién de fibras. Mediante este proceso de
agregacion, las especies de amiloide se vuelven toxicas (Tomado de Thorsten Lihrs et al 2005).

Su longitud va desde los 36 a los 43 aminodcidos sin embargo las formas mas
abundantes son de 40 y 42 aminodacidos [69]. Los residuos 1 al 28 del extremo NH,
terminal, forman un dominio con caracteristicas hidrofilicas y muchos de ellos tienen
carga; mientras que el dominio COOH terminal, formado por los residuos de aminodcido

del 28 al 40/42 es hidrofdbico. A pH acidos (1-4) y basicos (7-12) el péptido tiene una
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estructura secundaria de alfa hélice mientras que a pH intermedios (4-7) forma
estructuras de hoja beta [70]. Otra region hidrofébica que se ha encontrado en el péptido
va de los aminoacidos 16 a 20 y también se ha visto implicada en su agregacidn ya que
esta disminuye al sustituir estos por aminodcidos hidrofilicos [71].

El péptido AB en su estado monomérico ha demostrado tener un papel trofico y
protector en células neuronales. Induce la expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 y
activa la via de PI3K que participa en la supervivencia neuronal [72]. Mondmeros de AB1-
40 han demostrado también tener un papel neuroprotector y antioxidante en dafo

causado por especies reactivas de oxigeno generadas por metales [73].

3.4.1 Agregacion

La capacidad de agregacién de una cadena polipeptidica depende en gran medida
de las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula: cargas, hidrofobicidad, presencia de
aminodcidos polares y apolares en la cadena y estabilidad de ésta en su estado nativo.
También se encuentran involucradas caracteristicas extrinsecas a la cadena polipeptidica
como pueden ser el pH, la temperatura, presencia de iones, concentracidon proteica y
presién del ambiente [74].

Se ha visto que la regién implicada en la formacién de hojas beta es el dominio
COOH terminal, ya que por su naturaleza hidrofdbica, es propenso a formar estructura
secundaria tipo hoja beta plegada (Figura 8) [70, 75]. Esta transicién es fundamental
durante el proceso de agregacién [76]. La transicion de alfa hélice a hoja beta es reversible
bajo ciertas condiciones de laboratorio (en una mezcla de agua y hexafluoroisopropanol)
pero no se ha reportado que ocurra en condiciones fisioldgicas [77].

Algunas moléculas facilitan el proceso de agregacién de amiloide. El ganglidsido
(GM1) al ser incubado junto con AR, genera un incremento en la formacion de fibras y se
ha detectado en tejido de individuos durante etapas tempranas de la EA [78]. Por lo tanto
se ha propuesto que las balsas lipidicas, las cuales son ricas en GM1 como sitios
importantes para la agregacidon de AB. También se cree que el colesterol puede estar

involucrado en este proceso, ya que balsas lipidicas depletadas de GM1 aun conservan
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aungue en menor grado, la capacidad de aumentar la agregacion de AB [79]. También
algunos metales pueden aumentar la capacidad de agregacion del péptido como es el caso
del Zn** [80] También su agregacidn se incrementa en presencia de Ni** y Cu** en pH de
6.6 a 7.4 [81]. Sustituciones de un solo aminodcido en la secuencia del péptido AB40 por
aminodacidos hidrofébicos han demostrado también aumentar su capacidad de agregacion
[82]. In vitro, el uso de detergentes que simulan el entorno de la membrana plasmatica
también han demostrado ser efectivos propiciando la agregacion de los péptidos AB 1-40

v AB 1-42 [83].

(@

Figura 8 - Estructuras de los péptidos AB 1-40 (superiores) y AB 1-42 (inferiores) en su conformacién inicial
(ayd), enagua (bye)y metanol (cy f). La diferencia entre ambos péptidos son dos residuos a.a. extras en
AB 1-42 (lle y Ala) los cuales le confieren mayor capacidad de agregacion. Se observa en las conformaciones
en metanol y agua que este péptido es capaz de formar estructuras beta mientras que el de 40 aminoacidos
no es capaz de formarlas en estas condiciones. (Tomado de Cao Yang et al 2009).

Andlisis de los componentes de placas neuriticas han demostrado que estas se
encuentran predominantemente formadas por agregados del péptido AB 1-42 mientras
que en el caso de los depdsitos vasculares correspondientes a angiopatia amiloide
cerebral el péptido de 40 residuos es el que predomina [84]. En las placas difusas esta
diferencia es mds marcada siendo casi exclusivamente formadas por el péptido de 40
residuos mientras que las placas maduras este llega a formar hasta un tercio de su

totalidad, lo que sugiere que el fragmento depositado inicialmente debe ser AR 1-42 [85].
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En ensayos bioquimicos, se ha observado que el fragmento AB 1-42 es necesario
para el proceso de nucleacidn y es mas propenso a la agregacién que el fragmento de 40
residuos [86]. Esta caracteristica, se atribuye a los dos aminodcidos hidrofébicos que tiene
respecto al fragmento AB 1 - 40 y también se ha observado que la formacién de fibras es
acelerada mientras la concentracion el péptido es mayor siendo la tasa de agregacién mas
alta a concentraciones de 1 a 3 mg/kg [87].

Al comienzo del proceso de fibrilogénesis debe formarse un ndcleo o semilla, un
proceso conocido como nucleacion. Al periodo inicial, se le conoce como fase de retardo y
en ella no se detectaran estructuras beta, mientras que en la fase de elongacion se
comenzaran a detectar fibras en crecimiento [88]. No todos los oligdmeros dardn lugar a
la formacién de fibras, algunos de ellos permaneceran en estado oligomérico [89]. A los
oligdmeros a partir de los cuales se elongara una fibra se les denomina oligémeros
criticos, durante la primera fase del proceso de fibrilogénesis, los mondmeros se
agregaran hasta formar una poblacién de oligdmeros criticos, que posteriormente se
agregaran para formar una protofibrilla [90]. A este mecanismo de fibrilogénesis a partir
de mondémeros, se le denomina agregacion primaria. Una segunda via por la cual se
forman agregados denominada via secundaria, puede ocurrir de dos maneras; en la
primera se fragmentan fibras preexistentes que se elongan de nuevo aumentando el
numero de fibras y la segunda en el que las fibras preexistentes catalizan la nucleacién de

mondmeros disponibles en el medio [91].

3.4.2 Toxicidad
El péptido AB, ha demostrado ejercer toxicidad neuronal mediante mecanismos
muy diversos en un gran numero de estudios. Por ello una de las hipdtesis mas aceptadas
para la generacion de la patologia de Alzheimer es la hipdtesis de la cascada de amiloide,
la cual postula que la formacidon de depdsitos del péptido AB, es el evento que
desencadena todas las caracteristicas fisiopatoldgicas observadas en esta enfermedad

[92]. En la actualidad, hay algunos estudios que cuestionan el papel de esta molécula y
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proponen otras alternativas [93]. Debido a la amplia evidencia respecto a su toxicidad e
impacto negativo en la fisiologia neuronal, es una molécula altamente estudiada.

La toxicidad de AP, varia dependiendo de su estado de agregacion [94]. En el
cerebro de un individuo con EA, el péptido AB se encuentran presente en distintos estados
de agregacidn, por lo que resulta dificil saber el efecto provocado par cada uno de estos
péptidos [95].

Los primeros estudios sobre la toxicidad de amiloide, se hicieron con amiloide
fibrilar (el estado mas avanzado de agregacion de AB) y que son el principal constituyente
de las placas neuriticas [10]. Al estudiar estas placas neuriticas en rebanadas de tejido, se
observé que su presencia estaba acompafiada por una disminucién en el nimero de
sinapsis y una reduccion del tamafo de las espinas dendriticas. De igual manera, los
axones que se encontraban dentro de los limites de la placa presentaban varicosidades
[96]. En un cultivo de neuronas hipocampales, tratadas por 10 dias con AP fibrilar, se
observaron neuritas distréficas, aunque la muerte neuronal no fue tan evidente (20%+-
7%) [97].

Sin embargo, se ha demostrado que las placas neuriticas estdn rodeadas por
especies oligoméricas por lo que en los estudios sobre toxicidad de fibras de amiloide en
PN, no se puede asegurar que la toxicidad observada sea exclusivamente por la accion del
amiloide fibrilar [19]

Los oligdmeros son tedricamente mas propicios para generar dano, en especial en
las sinapsis ya que por su tamano, es probable que interaccionen con moléculas presentes
en la hendidura sinaptica. En este sentido, se ha observado la colocalizaciéon de amiloide
oligomérico con PSD95, un marcador de membrana postsinaptica [19] . La incubacién de
rebanadas de hipocampo de rata, con oligémeros de AB por 5 dias, genera una reduccién
en la densidad de espinas dendriticas, en las neuronas piramidales del hipocampo.

Cada una de estas estructuras se asocia generalmente con un solo tipo de sindpsis
en este caso glutamatérgica, por lo cual al perderse se tiene una reduccién en la
potenciacion a largo plazo (LTP) [98]. Este proceso ha sido medido en rebanadas de tejido

cerebral y se ha observado que en este modelo especies de amiloide también son capaces
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de inhibir la potenciacion a largo plazo sin afectar el proceso de depresién a largo plazo en
giro dentado [99].

También el cultivo de neuronas hipocampales en presencia de especies
oligoméricas de AP a una concentracidn 5 uM, induce la retraccién de procesos
neuronales y la presencia de cuerpos apoptoéticos asi como la condensacion nuclear e
hinchazéon de los somas neuronales; tan sélo a las tres horas de tratamiento. A las 24
horas existe una marcada muerte neuronal (73%), un dafio mas rapido que el inducido por
amiloide en estado fibrilar. Se ha reportado que este efecto puede ser dependiente de
Ca®* [97]. En cultivos en rebanada de hipocampo de ratén, las especies difusibles
derivadas de amiloide mostraron tener un efecto neurotodxico, provocando muerte de las
neuronas piramidales en las regiones CA3 y CA4 asi como las neuronas granulares del giro
dentado. También se mide la potenciacién a largo plazo en la via perforante y se ve
abatida. También se ha reportado una disfuncion mitocondrial, ya que se observan
anormalidades a nivel de la cadena respiratoria en pacientes con EA, lo que lleva a la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno téxicas para las neuronas. Al agregar AB
1-40 se observa un incremento en la produccién de la actividad de caspasa 3 y un

aumento en la liberacion de citocromo C de la mitocondria [100].

3.4.3 Modelos de inyeccidn intracerebral

La inyeccion intracerebral de AP es considerado como un modelo de
neurotoxicidad y neuroinflamacién adecuado para observar parte de la patologia de la EA
[101].
La inyeccién 1 o 2 nmoles del péptido AP 1-42. en la regién CA1 produjo una perdida
neuronal marcada en relacion al control de PBS a los 7 dias (Figura 9)[102]. En otro estudio
en el que se administran distintos analogos de AP 25-35 en hipocampo dorsal se vio
perdida neuronal en el estrato piramidal [40]. Otro grupo reportd que la administracion de
3 nmoles de amiloide en la misma regién genera una disminucién en la densidad neuronal

[103]. En el caso de la inyeccion de AP intraventricular se observd incremento de las
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citocinas proinflamatorias IL-1B, IFNyy TNFoa en homogenados de hipocampo, lo cual

puede ser revertido co—inyectando con IL-4 [104].

AP 1-42

PBS

Figura 9 — Micrografias 40x con inmunotincidén para NeuN, se observa el giro dentado en una rata
administrada con PBS y otra con AP 1-42 en la regién CA1l a los 7 dias postoperatorios. Se reporta una
disminucion en la densidad neuronal en el grupo tratado con amiloide. (McLarnon J. 2014)

Otro grupo reporté que 1 uM de AB 1-40 intraventricularmente genera una
disminucion en el desempefio en laberintos acudticos a los 0, 3 y 6 dias postoperatorios
[101]. Similarmente, otro experimento se llevé a cabo en el cual AR 1-42 se inyectd en la
regidon CA3 del hipocampo y se realizaron pruebas conductuales. Se observé diferencia en
la habilidad cognitiva entre el grupo control y el grupo administrado con amiloide hasta

los 50 dias posteriores a la cirugia [105].

3.5 Astrocitos

Son células de la glia que desarrollan diversas funciones, tanto en el sistema
nervioso sano como en condiciones patoldgicas y constituyen aproximadamente un tercio
de la masa cerebral [106]. Morfoldgicamente se dividen en protoplasmicos y fibrosos; los
primeros se localizan en la sustancia gris y tienen ramificaciones gruesas que a su vez se
ramifican en otras mds delgadas; los segundos, se ubican en la sustancia blanca y
presentan ramificaciones largas similares a fibras [107].

Los astrocitos se encuentran involucrados en el mantenimiento de la homeostasis
y permiten el correcto funcionamiento de las neuronas [108]. La identificacion de

astrocitos generalmente se hace mediante el marcaje de GFAP, una proteina de
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filamentos intermedios presente predominante en este tipo celular. Los astrocitos
saludables lo expresan en niveles bajos y sus niveles aumentan al volverse reactivos [107].
La astrogliosis se produce como respuesta de los astrocitos a dafio, patdgenos o anomalias
en el sistema nervioso central y entre sus principales caracteristicas se encuentran el
aumento en los niveles de GFAP en soma y prolongaciones, engrosamiento de las
prolongaciones, cambio en su perfil de expresidon génico y en casos severos existe
proliferacion de los astrocitos y formacion de una cicatriz. [109, 110] La presencia de
astrogliosis es una caracteristica presente en diversas patologias del CNS.

Funcionalmente, los astrocitos presentan dos dominios, uno que interactua con las
sinapsis y otro con los vasos sanguineos. El dominio que interacciona con las neuronas
cuenta con gran cantidad de transportadores, receptores y canales idnicos que le
permiten el mantenimiento del microambiente, para el correcto funcionamiento
neuronal; ya sea mediante la regulacién del pH, osmolaridad, concentracién de K*
extracelular y recaptura de neurotransmisores, principalmente de glutamato [111, 112];
asi como la capacidad de proveer las neuronas de lactato durante periodos de
hipoglicemia [112]. Finalmente, el dominio que interactua con el endotelio se encarga del
mantenimiento de la barrera hematoencefalica [106].

Las prolongaciones de los astrocitos, se elongan apuntando hacia el area de la
lesién, proceso al que se denomina polarizacion y existe proliferacion de los astrocitos en
el drea cercana al sitio de lesidon. A medida que la lesidon es de mayor magnitud, se tendra

un area de alcance mayor y habra proliferacidn de astrocitos (Figura 10) [113].

S~
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Figura 10— Micrografias mostrando los distintos estadios de los astrocitos mediante inmunohistoquimica
para GFAP, en condiciones normales se encuentran en estado quiescente (A); cuando existe una lesion o
dafio en el tejido se vuelven reactivos lo cual se observa como un engrosamiento de sus procesos, de
acuerdo a la gravedad del insulto la gliosis puede ser moderada (B) o severa(C). (Tomada de Sofroniew, M.
2009).

Existen diversos estudios para medir la respuesta de los astrocitos ante un dafo en
el SNC. En algunos modelos de dafio mecanico, se introduce una aguja en determinada
region del cerebro mediante cirugia estereotaxica. Se ha observado, que durante las
primeras horas del dafio, se acumulan astrocitos alrededor de la lesién aunque no existe
un aumento en la expresion total de GFAP en el tejido, medido por inmunoblot. A las 24
horas postoperatorias, se observa un incremento en la expresion total de GFAP,
alcanzando su maximo nivel a los 7 dias postoperatorios [114]. Este tipo de lesiones en la
corteza, reclutan a los astrocitos en la lesién y areas cercanas durante las primeras horas.
Posteriormente, esta respuesta se extiende hasta abarcar por completo la corteza
ipsilateral y mds adelante los astrocitos vuelven a niveles normales [115]. También en este
tipo de lesiones se ha detectado edema tisular, células picnéticas y eritrocitos en la zona
de la lesion.

Entre las moléculas que se ha visto inducen la activacién de astrocitos, se
encuentra la interleucina 6 [116]. Asi mismo en estado basal los astrocitos expresan los
TLR 1, 2, 3 y 4. Al estar en contacto con citocinas inflamatorias, TLR3 incrementa su
expresion hasta en 360 veces de sus niveles basales. Mediadores liberados en respuesta a
la activacion de este TLR, se sabe estdn involucrados en la supervivencia neuronal asi
como en la inhibicién de la proliferacién de astrocitos [117]. También se ha observado que
en presencia,llos astrocitos producen quimiocinas como MCP-1, RANTES, MIP-1a, MIP-1b,
MIP-2 y CINC las cuales, atraen células de la microglia. De igual manera, la presencia de
AB1-42 induce un incremento en las citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1f3 [118].
En caso de que una lesidon genere un dafio irreversible en el tejido, la astrogliosis sera
persistente; de manera contraria, cuando el daifio es menor y reversible, los astrocitos
regresan a sus niveles basales en un periodo de 2 a 5 semanas [119]. Se ha observado en
un modelo de dafio mecdnico en la corteza cerebral de rata, que la astrogliosis se

aumenta de manera dramatica cuando se inyectan 2ul de una solucidon de citocinas
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proinflamatorias en el area de la lesion [120]. Por el contrario en el mismo modelo se
muestra que la aplicacion de IL-10 (una citocina antinflamatoria), disminuye de manera
significativa la astrogliosis en el area de la lesiéon [121].

Existe una controversia respecto a si la astrogliosis es un proceso que favorece la
recuperacién y proteccion del tejido o aumenta el daio. Los astrocitos reactivos, tienen la
capacidad de proteger a las neuronas del estrés oxidativo generado, por la presencia de
Oxido nitrico en cultivos celulares mediante la produccién de glutation [122]. Actualmente,
no se sabe con certeza si los astrocitos observados durante la astrogliosis, migran de otras
regiones o provienen de la proliferacion de astrocitos, que se encuentran en el area
lesionada. En un estudio en ratones con una lesién mecanica en la corteza cerebral, se
observd, que los astrocitos quiescentes, tienen la capacidad de proliferar y generar
astrocitos reactivos e incluso, se demostré en un ensayo in vitro, que estos astrocitos
reactivos y generados posterior a la lesidén, presentan algunas caracteristicas propias de
células madre; como la capacidad de formar neuroesferas y la capacidad de
autoregenerarse [123].

Durante su activacion, se liberan una serie de moléculas proinflamatorias e
inmunosupresoras, que deben estar en balance para llevar a cabo una reaccidn efectiva,
gue permita eliminar o contener el dafio que se genera en el sistema nervioso; pero, lo
suficientemente controlada para no generar por si misma dafo al tejido. Entre las
acciones generadas por mediadores proinflamatorios, se encuentra el aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefdlica, activacién de microglia, reclutamiento de
células inmunes de la periferia y proliferaciéon y supervivencia de astrocitos. Al mismo
tiempo, también se liberan mediadores que promueven la inmunosupresion,
neuroproteccién, migracién de progenitores neurales y neurogénesis [124].

Hay estudios en un modelo de dafio contusivo en la médula espinal, en los que se
observa, una disminucion en la astrogliosis al bloquear 1l-6, se disminuye la inflamacién y

aumenta la recuperacion funcional de la lesién [116].
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3.5.1 Astrocitos y AR

En relacion con AP se ha observado en estudios in vitro, que los astrocitos son
capaces de fagocitar y degradar de manera eficiente el A [125].
La administracion de 2nmoles del péptido AP} 1-42 en la regidn CA1 sacrificando al animal
7 dias posteriores a la cirugia se observa un incremento en la intensidad de la sefial de
GFAP casi duplicando la sefal del grupo control administrado con PBS [102]. También en
un modelo de inyeccion de amiloide 40-1 en nucleus basalis se observa que los astrocitos
(GFAP) se concentran alrededor de la lesién y muestran hipertrofia en comparacién con
astrocitos de areas lejanas a la lesion [126]. En un modelo en el que se inyecta AP 25-
35 solo o en conjunto con TNF—a se observé aumento en la marca de GFAP asi como
hipertrofia de astrocitos siendo mas notorio en el grupo con TNF—a [127]. En otro estudio
en el que se inyecta AB en la region CA3, al obtener el tejido 90 dias postoperatorios aun

se observa astrogliosis alrededor de los depdsitos de amiloide [105].

3.6 Microglia

Son células del linaje mieloide de origen mesodérmico que migran al sistema
nervioso central con una morfologia ameboide durante el desarrollo y posteriormente se
ramifican [128]. Forman aproximadamente el 12% del total de células del cerebro; sin
embargo hay regiones que tienen mayor concentracidn de este tipo celular, entre ellas se
encuentra el hipocampo [129]. Durante el desarrollo tienen un papel importante en el
moldeamiento del sistema nervioso y el establecimiento de circuitos neurales eliminando
las sinapsis aberrantes [130]. Funcionan como las células inmunes residentes del sistema
nervioso central y como tales responden a patdgenos y dafio [131]. En estado de reposo
(en el que se encuentran bajo condiciones normales), su morfologia se caracteriza por la

presencia de ramificaciones delgadas y un soma pequeiio [132] (Figura 11).
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Figura 11 — En esta imagen se muestran los distintos estadios de las células de la microglia. Del lado
izquierdo se observa una célula de la microglia en reposo con morfologia alargada y ramificaciones delgadas.
Posteriormente hacia la derecha se muestran los cambios en su morfologia a medida que se vuelve reactiva
engrosandose y adoptando una morfologia ameboide. (Tomada de Kreutzberg G. 1992).

La microglia quiescente, se distribuyen en el parenquima cerebral sensando el
ambiente extracelular y en este estado son incapaces de realizar presentacion de
antigenos y llevar a cabo mecanismos efectores [130, 133]. También se ha visto
involucrada en el mantenimiento de la zona subgranular del giro dentado, mediante Ila
fagocitosis de restos de neuroblastos que llevaron a cabo apoptosis [134]. AUn en estado
de quiescencia son células muy dindmicas y sus prolongaciones tienen una tasa alta de
movimiento lo que permite una vigilancia muy eficiente de su entorno y se ha visto que
estas interactlan con estructuras sinapticas, aunque la funcién de estas interacciones aln
se desconoce [135]. Como células de la inmunidad innata la microglia expresa
constitutivamente TLR’s, receptores capaces de reconocer patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP) y a patégenos (PAMP) [133].

Cuando se vuelven reactivos, debido a dafio en el tejido o a la presencia de
patdgenos, su morfologia se vuelve ameboide con hipertrofia y ramificaciones mas cortas
y engrosadas [136].

Existe debate respecto al papel de la microglia ya que se ha visto que pueden

incrementar el dafio generado durante una lesidon y resultar perjudiciales para la
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supervivencia neuronal, sin embargo también se han descrito funciones neurotroficas
[137]. Un factor de importancia durante algunas enfermedades neurodegenerativas es la
neuroinflamacion. Cuando esta esta presente de manera crdnica puede llevar a la perdida
neuronal y en gran medida esta dada por la microglia [138]. Estas células en presencia de
interferon y expresan MHC tipo Il lo que les permite funcionar como células
presentadoras de antigeno, la presencia de interleucina 3 y de factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos son moléculas que estimulan su proliferaciéon [139].

En estudios en ratas jovenes y de edad avanzada en las que se genera dafio
mecanico en hipocampo, se observa que en individuos de edad avanzada el dafio inicia de
manera mas tardia pero la respuesta es mas fuerte y tiene mayor latencia que en

individuos jévenes [140].

3.6.1 Microgliay AB

La microinyeccién intraventricular de AR 1-42 ha demostrado duplicar la cantidad
de MHC-II, un marcador de microglia en homogenados de hipocampo lo cual es evitado en
gran medida si IL4 se inyecta conjuntamente con el amiloide [104]. Mientras que al
inyectar este péptido en CA1l hay una respuesta de la microglia muy superior a la
observada en el control inyectado con PBS. Se reporta que es aproximadamente 4 veces
mayor la marca de lba-1 observada y la morfologia de la microglia en el grupo
administrado con amiloide tiene una morfologia ameboide caracteristica de microglia
reactiva mientras que el fenotipo de la microglia en el grupo control corresponde mas al
de las células hiperramificadas en un bajo nivel de activacién [102].

En un estudio en cuerpo estriado en el que se compara, la respuesta generada por
la inyeccidn de AR en estado fibrilar o soluble, se reporta que la respuesta de la microglia
es similar en el grupo control con inyeccién de fluido cererebroespinal artificial y el grupo
tratado con amiloide en conformaciéon soluble. En el grupo administrado con amiloide
soluble a partir del primer dia postoperatorio se observa microglia en la cercania del sitio
de inyeccion y un pequeno porcentaje ha fagocitado el péptido y se reporta que el radio a
partir del sitio de lesidn en el cual la microglia se encuentra activa es de 100 um a partir

del sitio de inyeccion mientras que 150 um a la redonda la microglia se encuentra en
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reposo. Sin embargo este grupo reporta que el grupo administrado con amiloide fibrilar
tiene una mayor activacién de la microglia y que esta internaliza el péptido en esta

conformacidn mas eficientemente que cuando se encuentra en estado soluble [141].

3.7 Metabolitos aislados de plantas con efecto sobre el SNC

Varios compuestos obtenidos de fuentes naturales que se ha reportado tienen un
efecto sobre el SNC. Algunos de ellos han mostrado un efecto neuroprotector, mediante
un mecanismo de accién como antioxidantes y dado que muchas enfermedades
neurodegenerativas, tienen como caracteristica la presencia de estrés oxidativo, el uso de
compuestos que lo reduzcan es una opcién terapéutica viable. De igual forma algunos de
estos compuestos, funcionan como inmunomoduladores.

Ya que la inflamacion es también una caracteristica presente en las enfermedades
neurodegenerativas, y estd asociada con un incremento en el dafio neuronal, es un blanco
terapéutico importante, que puede ser disminuido por compuestos presentes en plantas
medicinales [142, 143]. Existen diversos compuestos naturales, derivados de plantas que
han mostrado tener una respuesta antinflamatoria, al disminuir la respuesta de la
microglia [143]. Estudios epidemioldgicos, han demostrado que la terapia con moléculas
antioxidantes y algunos agentes antinflamatorios, presentan un efecto en la reduccion en
el riesgo de padecer EA [144].

Algunos compuestos obtenidos de vegetales, han demostrado tener un efecto
antinflamatorio en SNC lo cual tiene relaciéon con una disminucion en el dafio neuronal.
Por ejemplo, el flavonoide wogonin reduce la liberacién de citocinas proinflamatorias
inducida por LPS en cultivos de microglia. Al ver su efecto en un cultivo mixto de neuronas
con microglia se observé una disminucion en la muerte neuronal causada por la activaciéon
microglial, también esto fue demostrado en hipocampo en dos modelos in vivo, uno de
isquemia por oclusidon de vasos sanguineos y otro de excitotoxicidad inducido por acido
kainico [145]. Una accion similar, fue reportada en el caso del flavonoide bacaleina el cual,
previene la degeneracién de neuronas dopaminérgicas, inducida por lipopolisacaridos en

un cultivo mixto de neuronas con microglia. Al observar las células de microglia en el
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tratamiento con LPS y bacaleina se observa, que estas se encuentran en estado de reposo.
También se observé que este flavonoide es capaz de disminuir la expresién de iINOS y la
generacioén de superoxido [146].

Otros compuestos han demostrado una proteccion ante la toxicidad del péptido
AB. Tal es el caso del extracto alcalino de Lycium barbarum que disminuye la muerte
neuronal en cultivos tratados con el péptido AB 25-35 6 AP 1-42, también demostrd la

capacidad de preservar la morfologia neuronal [147].

3.7.1 Familia Convolvulaceae
La familia Convulvulaceae tiene aproximadamente 1650 especies, entre estas se
encuentra el género Ipomoea siendo el mas abundante en especies de esta familia [148].
Una de las principales caracteristicas de la familia Convulvulaceae es la presencia de
células secretoras de resinas glicosidicas. Estas células secretoras se encuentran en el
tejido floral y foliar asi como en las semillas y las raices [149].
Uno de los usos mas comunes del género Ipomoea es como purgante, para este

propdsito, se usa principalmente la raiz cuyo consumo induce movimientos peristalticos

en el tracto intestinal.

Figura 12 — Parte floral de Ipomoea tyrianthina (A) y semillas (B). De ambas estructuras se pueden obtener
resinas glicosidicas.

34



Las plantas de la familia Convulvulaceae, se han usado con fines medicinales desde
la época prehispdnica debido a metabolitos con accién farmacolégica. En murales de la
zona arqueoldgica de Teotihuacan, se considera que estd pintada alguna planta de la
familia Convolvulaceae, la cual puede ser Ipomea tricolor (la cual tiene propiedades
alucindgenas debido a la produccion de metabolitos derivados del acido lisérgico) o podria
tratarse de Ipomea murucoides [150].

Se ha reportado el uso de Ipomoea purga para el tratamiento de gastritis,
inflamacién abdominal y entero meningitis. Se ha observado que estas tienen actividad
antiinflamatoria y antimicrobiana [151]. También en el caso de Ipomea pes-capreae se
reporta su uso para tratar desordenes inflamatorios, artritis, desordenes
gastrointestinales, lumbago y cdlicos [152]. Por otro lado, Ipomea murucoides se usa en la
medicina tradicional, para tratar condiciones reumatoides o inflamatorias. La aplicacién
de emplastos de las flores y hojas de esta planta, son empleados para tratar golpes o

inflamacién generada por picaduras de artrépodos o mordeduras de serpiente [150].

3.7.2 Actividad bioldgica de resinas glicosidicas

El género Ipomea produce como metabolitos a: las resinas glicosidicas, alcaloides
del tipo de 4cido lisérgico, asi como derivados del acido cinamico y cumarinas. Estos
glicolipidos, son una caracteristica importante para la sistematica de especies de esta
familia [153].

Las resinas glicosidicas se encuentran compuestas de mezclas de glicolipidos. Son
moléculas de caracter anfipatico, la parte hidrofébica funciona como aglicona y la parte
hidrofilica un heteropolisacédrido (di, tri, tetra, penta y hexasacaridos). Los pesos
moleculares de los glicolipidos van desde los 500 hasta los 3 000 g/mol.

Las resinas glicosidicas se clasifican de acuerdo a su solubilidad en éter en dos
tipos. La jalapina que es soluble en éter etilico y que tiene una macrolactona en su
estructura. La convolvulina es insoluble en éter etilico, compuesta por acidos glicosidicos y

dimeros [149][154].

35



La administracién oral de la jalapina de Ipomea stans, por dos semanas, demostro
tener un aumento en el tiempo de latencia para la generacién de convulsiones, generadas
por choques electroconvulsivos. El extracto sin embargo resulté ineficaz para controlar
convulsiones inducidas por la inyeccion de 85 mg/kg de pentilenetetrazol y en la necropsia
se observd sangrado y dilatacion del tracto gastrointestinal. A una dosis menor de
pentilenetretrazol (40 mg/kg), la administracion de 0.25 mg/kg de la jalapina redujo de
manera significativa las convulsiones y la administracion de 0.12 mg/kg de la fraccion B del
extracto las elimind por completo [155]. En otro experimento, a ratones se les administré
la jalapina raiz de Ipomea stans y se midieron diversos parametros relacionados con la
disminucion de actividad en el sistema nervioso central. Entre los resultados que se
obtuvieron estan el aumento en el efecto hipndtico inducido por pentobarbital en los
animales administrados con el extracto, también se midié el efecto de la jalapina al
administrar intraperitonealmente 30 minutos antes de la inyecciéon por esta misma via de
pentilenetetrazol. Las dosis de 2.5, 5, 10 y 20 mg/kg demostraron tener una proteccién del
71.4% en la mortalidad sin embargo no modifican el tiempo de inicio de las convulsiones
[156].

La estansina 6, un glicolipido aislado de la jalapina de Ipomea stans fue probado en
un modelo de crisis convulsivas inducido por la inyeccidon intraperitoneal de acido kainico.
Al realizar un andlisis histolégico de hipocampo se observd que los animales pretratados
con dosis desde 10 a 80 mg/kg de estansina 6 mostraron una reduccion en el dafio
neuronal generado por la inyeccién de dacido kainico asi como una disminucién en la
reactividad de astrocitos. También se reporta que todos los animales pretratados con

estansina 6 no generaron convulsiones y sobrevivieron hasta el final del estudio [157].

3.7.3 Convolvulus scammonia
La escamonea (Convolvulus scammonia) es una planta perenne de la familia de las
Convolvulaceas, de cuya raiz carnosa (1 - 1.5 m de largo y de 8 - 15 cm. de grueso) se
extrae una resina. La resina de escamonea es un poderoso catartico y forma parte de

muchas preparaciones purgantes, la resina se combina generalmente con otros catarticos
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con actividad menor, para disminuir su accién y para evitar dafios mayores. Se considera
que el principio activo de la resina de escamonea (sin demostracion experimental) son los

glicolipidos denominados escamoninas.

Gonvolvulaceae

T : (Convolyuleae)

Convolvulus Scammonia L. 2

Figura 13- Partes de la planta Convolvulus scammonia. Grieve, M. A Modern Herbal.
(http://www.botanical.com/botanical/mgmh/b/binwsy42.html)

Estudios sobre la composicién quimica de la raiz de Convolvulus scammonia, han
reportado el aislamiento de las escamoninas a partir de la resina obtenida del extracto
soluble en éter (jalapina) [158]. La hidrdlisis basica de las escamoninas produjé el acido
escamonico A, su elucidacidon estructural se realizé con la espectrometria de Resonancia
Magnética Nuclear unidimensional (*H y C) y bidimensional (COSY y HETCOR), y la

espectrometria de masas.
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3.8 Ipomoea tyrianthina

Es una planta perene que llega a medir varios metros de largo en sus tallos,
generalmente con abundantes tricomas rigidos y erectos, sus hojas son alternas,
acorazonadas o bien ovaladas casi circulares de 4 a 13 cm de largo, con presencia de
tricomas rigidos y erectos de color blanco-amarillento, los peciolos tan largos como la
[dmina de la hoja, las flores son solitarias, sostenidos por pedunculos delgados de 10 a 30
cm de largo y cubiertos de tricomas rigidos y erectos, cada flor sobre pedicelos de hasta 5
cm de largo, la semilla se encuentra en una cdpsula globosa, de hasta 7 mm de didmetro,
gue se abre a través de 4 valvas para liberar sus 4 semillas, éstas con dos caras planas y
una convexa, de color café oscuro y cubiertas con abundantes tricomas, la raiz muy
engrosada, de hasta 30 cm de didmetro, se encuentra en vegetacidon primaria, a veces
como ruderal o arvense.

Su clasificacién botanica es la siguiente:

Reino Plantae

Division Magniolophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Especie I. tyrianthina

Ipomoea tyrianthina es comunmente conocida como raiz de escomonea,
quiebraplatos, manto de la virgen. En algunas comunidades la infusiéon acuosa de la raiz es
utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de ataques de nervios, como
sedante, purgante y para el tratamiento de enfermedades renales.

Mirdn y colaboradores realizaron un estudio fitoquimico de las resinas glicosidicas
de las raices de |I. tyrianthina, la hidrdlisis basica de la jalapina produjo como &acido

glicosidico al 4cido escaménico A.
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En un estudio se administrd via intraperitoneal la jalapina de I. tyrianthina a ratones
produciendo: un efecto ansiolitico; protegiendo contra convulsiones inducidas por
pentilentetrazol; aumentando la liberacién del GABA en la corteza cerebral, y mostré un
efecto vasorrelajante (Ledn et al 2014).

El 4cido escamonico A a la dosis de 80 mg/kg fue capaz de proteger a los ratones de
la muerte, en el modelo de convulsiones inducidas con picrotoxina (PTX). La
administracién de ac. escamdnico A a las dosis de 5, 10, 40 y 80 mg/kg provoca un
incremento significativo en el tiempo de latencia de la primera convulsion en
comparacion con el grupo que sdlo recibe vehiculo. En la evaluacion de dc. escamdnico A
sobre las convulsiones inducidas con PTZ, se observé que este compuesto a las diferentes
dosis administradas, disminuye significativamente la latencia en que se presenta la
primera convulsion.

La escamonina 1 fue evaluada a diferentes dosis por via oral, contra las convulsiones
inducidas con el téxico PTX. Se observd que todas las dosis de este compuesto fueron
capaces de retardar, de manera significativa (en comparacién con el vehiculo), el tiempo
en que se presenta la primera convulsién. Los animales que recibieron alguna de las dosis
mayores (20, 40 y 80 mg/kg), sobreviven a la muerte después de la administracién de PTX.

La convolvulina obtenida de raices de Ipomea tyrianthina (Figura 12) también se
probd en experimentos similares demostrando un efecto nulo en la generacion de crisis
convulsivas inducidas por pentilenetetrazol asi como en la mortalidad. En el caso de la
administracion en conjunto con pentobarbital se observé que se aumentan la latencia y
duraciéon del suefio inducido con pentobarbital. También se midié la liberacién de GABA
en rebanadas de cerebro observdandose un incremento inicial en la liberacidon de este
aminodacido pero decayendo de nuevo rapidamente. También se midid su efecto en anillos
adrticos de rata y demostré tener un efecto vasodilatador en una dosis de 50 mg/kg. Estos
resultados demuestran que similar a los experimentos mencionados anteriormente para
Ipomea stans, la convolvulina de I. tyrianthina también tiene efectos como depresor del

sistema nervioso central [159].
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Posteriormente de este extracto se purificaron 8 compuestos y se probd cada uno
de ellos en la misma serie de experimentos mencionada previamente. Tres de estos
compuestos (tiriantinas D, C y E), administrados intraperitonealmente en una dosis de 80
mg/kg en ratdon demostraron proteger contra la mortalidad generada por la inyeccién
intraperitoneal de pentilenetentrazol en un 31.2, 28.3 y 26.9 % respectivamente, también
estos 3 compuestos probados en dosis de 20, 40 y 80% incrementaron la latencia y
duracion del suefo inducido por pentobarbital. También indujeron un incremento leve en
la liberacién de GABA en rebanadas de cerebro siendo este mas marcado en el caso de la
tiriantina D. Por ultimo, demostraron ser vasodilatadores en el estudio de anillos aértico.
Los demds compuestos purificados no tuvieron ningun efecto en los experimentos
realizados.

Las tiriantinas son heterodimeros del acido escamodnico A (Figura 13), el cual puede

ser obtenido mediante la hidrdlisis basica de dichos gicolipidos [160].
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Figura 13— Acido escamdnico A. Glicolipido obtenido de la jalapina de algunas especies de Convulvulacea
entre ellas C. scammonia, I. orizabensis, I. stans e I. tyrianthina.

Otros compuestos purificados, los &cidos tyriantinicos 1, 2, 3 y 4 administrados
intraperitonealmente en ratones a una dosis de 10 mg/kg aumenté la duracion y latencia
de la hipnosis, también en una dosis de 40 mg/kg reduce la mortalidad en un porcentaje
de 70 al 100%. Los acidos tiriantinicos 3 y 4 generan un aumento en la liberacién de GABA

en rebanadas de tejido cerebral.
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Respecto a compuestos de este tipo (glicolipidos) en relacién con AP se ha
observado que el AB posee un dominio que va de los aminodcidos 5 al 16 y que pertenece
al denominado dominio de unién a esfingolipidos (SBD) el cual tiene afinidad por el
gangliésido 1 (GM1) el cual se encuentra presente en las membranas postsinapticas y
debido a esto se piensa que permite el anclaje de AP} a la membrana. Se observé mediante
estudios de mutacidn dirigida que las histidinas 13 y 14 son indispensables para la
interaccion del péptido amiloide con GM1 y que para esta interaccidn se requieren de dos
moléculas de GM1 ya que cada una de ellas interactia con una histidina para que la unién
sea estable [161].

Se ha demostrado en extractos de cerebro administrado con especies
monomeéricas y diméricas de AP que la mayor parte del péptido administrado se une de
manera rapida y fuerte a GM1. Se observd también que las especies diméricas presentan
una mayor afinidad por este. Al bloquear la unién del amiloide con el acido sidlico de GM1
utilizando la subunidad [ de la toxina del cdlera se observd que se evita el deterioro en la
potenciacidn a largo plazo generado por A demostrando el papel que juega GM1 en la

toxicidad sindptica generada por éste [162].
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Figura 14 — Estructura del gangliésido GM1, esta molécula tiene la capacidad de unirse al péptido 3 amiloide

lo cual facilita su agregacion.
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4 — JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia en el adulto mayor
inhabilitandolo de manera total en etapas avanzadas, ademas de afectar a sus familiares y
demas individuos que tienen relacion con él. Actualmente no se cuenta con una terapia
efectiva para el tratamiento y prevencién de la patologia. Los medicamentos usados en la
actualidad resultan benéficos para el tratamiento de la sintomatologia sin embargo no
alteran su progresién, ni evitan el proceso neurodegenerativo.

Parte importante de esta patologia es el péptido AP, generado durante el
procesamiento proteolitico de la proteina transmembranal PPAB por medio de la via
amiloidogénica. En estado monomérico se han descrito funciones como la proteccién de
dafio excitotdxico asi como un papel neurotréfico y estimulante para la proliferacion de
progenitores neurales. Sin embargo, cuando se agrega en estado oligomérico se han
descrito gran cantidad de efectos téxicos y adversos para el tejido cerebral en distintos
modelos experimentales.

Una alternativa terapéutica es el uso de plantas medicinales o compuestos aislados
de éstas. Existe evidencia que plantas de la familia Convulvulaceae han sido usadas desde
épocas prehispanicas para el tratamiento de diversos desordenes inflamatorios y
epilepsia. Esta accion se atribuye a las resinas glicosidicas presentes en diversas
estructuras de la planta principalmente en la raiz. Estudios realizados con diversos
extractos de plantas del género Ipomoea en modelos de crisis epilépticas, han demostrado
tener efectos benéficos como son la reduccién de las crisis y disminucidn en la mortalidad
de los animales tratados.

Algunos extractos obtenidos de /. tyrianthina han demostrado generar incremento
en la liberacién de GABA asi como un aumento en el tiempo de suefio inducido por
pentobarbital. Recientemente, un glicolipido derivado de [ stans demostré un
decremento en el dano en la region del hipocampo inducida por la inyeccidon

intraperitoneal de acido kainico, asi como disminucién en la gliosis reactiva.
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Debido a lo observado anteriormente en los extractos de /. tyrianthina asi como el
estudio con el glicolipido de I. stans se plantea probar el acido escaménico A aislado de /.
tyrianthina en un modelo de inyeccion intrahipocampal de AB 1-42 el cual ha demostrado

ser neurotoxico asi como inducir gliosis reactiva en el hipocampo.
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5 — HIPOTESIS

El dafio neuronal y en la estructura tisular de las subregiones hipocampales analizadas asi
como la glidsis generada por la inyeccién de oligdmeros de amiloide beta 1-42 (A} 1-42)
disminuiran en los grupos administrados previamente por via intraperitoneal de acido

escamonico A.
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6 - OBJETIVOS

General
Determinar si el d4cido escamoénico A administrado previamente a la inyeccidn
intracerebral de oligdmeros de AP 1-42 en rata disminuye la toxicidad generada en este

modelo.

Particulares
-Determinar en caso de observar diferencias en los tejidos de animales administrados
previamente con acido escamaonico A si estas varian dependiendo de la dosis usada (10, 15
y 20 mg/kg).
-Determinar si el dcido escamodnico A ejerce un efecto en los tipos celulares analizados
(neuronas, astrocitos y microglia) en ausencia de dafio inducido por la inyeccién
intracerebral (AR 1-42y SS).
-ldentificar si la administraciéon previa de acido escamédnico A tiene un efecto anti-

inflamatorio en nuestro modelo de dario.
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7 - METODOLOGIA

La raiz de Ipomoea tyrianthina fue recolectada en el Municipio de Ahuazotepec,
Puebla (Agosto de 2000). Un ejemplar de . tyrianthina, esta depositado en el Herbario del
IMSS en la ciudad de México, con numero de registro 15073. La identificacién botanica la

realizo el Bidlogo Manuel Castro de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

Figura 15- Ejemplar de I. tyrianthina recolectado en el estado de Puebla. Raiz (A) y parte aérea (B).

Los ejemplares de I. tyrianthina se cortaron en pedazos y se dejaron secar a la
sombra a temperatura ambiente. Se tomaron 100 g del material vegetal seco y molido,
para ser macerados con 500 mL de cada uno de los siguientes disolventes en forma
consecutiva n-hexano, CH,Cl, y CH30OH, durante una semana, una vez terminado el tiempo
de extraccion, el material se filtra y el disolvente se elimina a presién reducida mediante

un evaporador rotatorio y el extracto seco es pesado.

La separacién de los componentes del extracto de CH,Cl,, por lo que el
fraccionamiento primario se realizé6 mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice tamafio de particula 70-210 (Merck), utilizando un sistema de elusiéon CH,Cl,-CH30H
con las proporciones de CH,Cl, (100%), CH,Cl,-CH30H (98:02, 97:03, 95:05, 94:06, 93:07,
90:10, 85:15, 80:20) y CH30OH (100%). El analisis por cromatografia en capa delgada con gel
de silice (CCD) se realiza en cromatofolios de aluminio impregnados con una capa de gel
de silice GF;s4 de 0.25 mm de espesor (Merck), la fase estacionaria consistié de una

mezcla CH,Cl, - CH30H (90:10). La placa se revela utilizando una mezcla de acido sulfurico
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y calor. Se obtuvieron 20 fracciones, las cuales se agruparon en los conjuntos 1A — 6A, la

fraccién 2 corresponde a la escamonina 1.

Gle

Figura 16- Estructura de la escamonina 1. Forma parte de los glicolipidos que se pueden encontrar en I.
tyrianthina.

Se colocaron 150 mg de la jalapina a reflujo en 10 mL de una solucién 0.2 N de
NaOH durante 60 min. La mezcla de reaccién fue acidificada a pH 5 y extraida con CH,Cl,.
La fase orgdnica fue lavada con H,O y secada con Na,SO, anhidro, el solvente fue
evaporado a presién reducida. La fase acuosa fue liofilizada y el residuo fue disuelto en
CH3OH, al evaporar el solvente se obtuvo un sélido amorfo de color blanco (Acido

Escamodnico 1).

HO CH;
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HOH,C
Gle OH 0 0
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Figura 17- Estructura del acido escamdnico A, este glicolipido se obtuvo de ejemplares de I. tyrianthina

colectados en el estado de Puebla su posterior utilizacion en el presente estudio.
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El estudio fue realizado en ratas macho de la cepa Wistar con un peso aproximado
de 250 gr. Las ratas fueron mantenidas en cajas de policarbonato en condiciones de
temperatura y humedad adecuadas, y bajo un ciclo de luz-obscuridad invertido de 12
horas x 12 horas. Se les proporcioné agua y alimento ad libitum.

El acido escamédnico A fue disuelto en solucidon salina inyectable para la
preparacidon de una solucion stock a una concentracidon de 20 mg/ml. A partir de ésta se
realizaron diluciones. A las ratas se les administré el acido escamdnico A en 3
concentraciones: 10, 15 y 20 mg/kg por via intraperitoneal media hora previa a la cirugia
(grupos 2,4y 6).

Los animales fueron anestesiados usando una mezcla de ketamina (85 mg/kg) /
xylazina (12 mg/kg) administrada por via intramuscular. Se verificé que el animal se
encontrara totalmente sedado mediante el pellizco de cola y pata. Si el animal adn
conservaba reflejos se administraba el 10% de la dosis inicial de anestésico. Se rasura el
cuero cabelludo del animal en el area aproximada donde se realizara la incisidn. El animal
se monta en un aparato estereotaxico de rata marca Stoelting y se aseguré que el craneo
se encontrara completamente fijo y horizontal. Se realiza una incision en el cuero
cabelludo de la rata de aproximadamente 2cm a partir de la cual el bregma sea
identificable asi como la parte posterior del craneo que es donde se encuentra la regién
donde se desea inyectar. Se limpia el periostio hasta que el bregma sea visible de manera
clara. A partir del bregma se toman las coordenadas para realizar las siguientes
modificaciones:

AP: -4.2mm, L:+-3mm vy V:-3mm

Estas coordenadas fueron obtenidas del atlas de G. Paxinos y estandarizadas para la edad
y peso de las ratas usadas en el estudio mediante la inyeccion de 1 pl de azul de metileno
que serd el volumen inyectado durante el estudio.

La inyeccion se realizdé en un periodo de 3 minutos y se esperan dos minutos mas para
evitar el reflujo de la solucién inyectada. Este procedimiento se realiza de manera
bilateral. Posterior a esto el animal serd suturado. Se registra la hora de término de Ila

cirugia. Se analizaron diferentes grupos de estudio.
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Grupos experimentales:
Grupo 1. Basal
Este grupo no tiene ningun tipo de tratamiento (sin administracién de acido escamodnico A

ni realizacién de cirugia estereotaxica).

Grupo 2. Acido Escaménico

En este grupo de animales se realizd la inyeccién intraperitoneal de acido escaménico A
(AE) a distintas dosis. Se probaron 3 distintas dosis (10, 15 y 20 mg/kg).

10mg/kg — 1 rata, se revisaron ambos hemisferios, 15 mg/kg - 1 rata, se revisaron ambos

hemisferios y 20mg/kg - 2 ratas, se revisaron ambos hemisferios.

Grupo 3. Solucidn salina
En este grupo se realizé cirugia estereotaxica para administrar 1 ul de solucién salina
esteril por hemisferio de manera bilateral. Se realizaron 2 ratas y se analizaron ambos

hemisferios de cada una.

Grupo 4. Solucion salina + AE

La inyeccion de 1ulL por hemisferio de solucidn salina inyectable se realizé de manera
bilateral. En este grupo se analiza el efecto generado por la inyeccién intrahipocampal en
ausencia de los oligdmeros de amiloide. SE probaron las 3 distintas dosis de AE
administradas 30 minutos previos a la cirugia estereotaxica: 10 mg/kg y 15 mg/kg — 1
animal, se realizd inyeccion bilateral y se analizaron ambos hemisferios. 20mg/kg - 2

animales, se realizé inyeccion bilateral y se analizaron ambos hemisferios.

Grupo 5. Péptido AB 1-42
En este grupo de estudio, en el que se inyectaron 100 uM de oligémeros del péptido
sintético AB1-42 (1 pl) por hemisferio y se realiz6 de manera bilateral. Se utilizaron 2 ratas

y se analizaron los dos hemisferios de cada una de ellas.
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Grupo 6. Péptido AB 1-42 + AE

Grupo de estudio, en el que se inyectaron 100 uM de oligémeros del péptido sintético
APB1-42 (1 pl). Se probaron las 3 distintas dosis de AE administrado 30 minutos previos a la
cirugia estereotaxica. 10 mg/kg - 1 animal, se realizé inyeccion bilateral y se analizaron
ambos hemisferios. 15 mg/kg — 1 animal, se realizé inyeccidn bilateral y se analizaron
ambos hemisferios. 20mg/kg - 2 animales, se realizd inyeccidn bilateral y se analizaron

ambos hemisferios.

Figura 18 — En la figura A se muestra el bregma en el craneo de la rata. En la figura B se muestra una rata
montada en el aparato estereotaxico, este nos permite la fijaciéon del craneo de la rata para que mediante
un sistema de coordenadas descender la aguja de inyeccion a un punto determinado en el cerebro.

Perfusion y obtencion del tejido.

18 horas posteriores al término de la cirugia (grupos 2-6) y dentro del mismo periodo de
tiempo (grupo 1) las ratas fueron anestesiadas en una cdmara de cloroformo y se
perfundieron por via intracardiaca con solucién de NaCl 0.9% para limpiar los vasos
sanguineos y posteriormente con formol al 4% para fijar el tejido. Una vez realizado ésto
se decapitd al animal y se obtuvo el cerebro. Se colocd en un vial con paraformaldehido-
sacarosa y se almacend hasta su uso.

Inclusién de tejidos

Los cerebros almacenados en paraformaldehido fueron tomados y seccionados en los dos

hemisferios con el uso de una matriz de corte para cerebro de rata. Cada hemisferio se
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colocd en un casete para tejido y se etiquetd de acuerdo al grupo de estudio al que
pertenecia. Posteriormente el tejido fue deshidratado con alcoholes graduales (60-100%),
aclarado (Xilol) e incluido en parafina. Una vez incluido en bloques de parafina se

realizaron cortes del tejido de 5y 8 uM de grosor.

Sacrificio/
perfusion (todos
o Realizacion de los grupos)
Llegada de los Administraci P almacenaje del

animales al n de AE 10,15 8's tejido en
N estereotaxica
laboratorio. ¥20 mg/kg reotexc Paraformaldehido

Periodo de (grupos 2,4y p::/;gv:;‘:n / sacarosa.
aclimacion. 6).

ss. 1grupos 3

1semana | 30 minutos

Procesamiento
de tejidos.

18 horas 5 dias en
adelante

Figura 19 — Cronograma de los procedimientos realizados con los distintos grupos de estudio. El péptido
usado en la cirugia estereotaxica en los grupos 5 y 6 fue incubado 24 horas previas a la inyeccion para su
oligomerizacién.

Obtencidn de cortes.

Los cortes se realizaron en el micrétomo Thermo Scientific, Microm HM325 a partir de
bloques con un hemisferio cerebral incluido en parafina. Y con la ayuda de un bafio de
flotacién en el cual la temperatura elegida para estirar los cortes fue de 38-40°. Se
comenzé a cortar el tejido hasta llegar a una altura cercana del sitio de lesidon
(aproximadamente 900 um). A partir de este punto se tomaron cortes para observar en el
microscopio que estuviéramos cerca del drea deseada. Cuando la lesidn era visible se
comenzaron a levantar cortes de 5 um para realizar la tincion de hematoxilina-eosina (4
laminillas con dos cortes cada una) y de 8 um de grosor para la realizacién de

inmunohistoquimicas.

Tincion de hematoxilina-eosina

Esta tincidon histoquimica permite observar la estructura general del tejido. La
hematoxilina es un colorante de procedencia vegetal capaz de tefliir compuestos anidnicos
como es el caso del ADN por lo cual, los nicleos celulares quedaran marcados de un color

morado obscuro o azul. Por otro lado, la eosina es un colorante baséfilo debido a su
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naturaleza acida por lo que es capaz de teiir el citoplasma en tonalidades que van del rosa
al rojo. Para este procedimiento en primer lugar se desparafiné el tejido sumergiendo las
laminillas en xilol por 45 minutos y posteriormente pasandolas por un tren de alcoholes
graduales (etanol/xilol, etanol 100%, etanol 96%) por 5 minutos en cada uno de ellos y
finalmente 5 minutos en agua destilada para que el tejido se hidrate. Después el tejido, se
sumerge por 3 minutos en hematoxilina de Harris, se utilizd agua amoniacal como
mordiente sumergiéndola 3 veces rdpidamente en esta. Después se sumergid 1 minuto en
eosina, se enjuagod en agua y se regresé por los alcoholes graduales (etanol 96%, etanol

100%, etanol-xilol y xilol) para su posterior montaje.

Inmunohistoquimica.

Para esta técnica se usaron los cortes de 5 um de grosor. Se desparafind el tejido por el
mismo método mencionado en la tincion de H-E. Posterior a esto se colocaron las
laminillas en frascos coplin con buffer de citratos y estos en bafio maria durante 12
minutos para la recuperacién antigénica.

Se dejd reposar hasta que estuviera a temperatura ambiente. Posteriormente las
laminillas se lavaron con PBS1x y se roded cada tejido con marcador hidrofdbico. Se
bloqued la peroxidasa enddgena con H202 3% durante 10 minutos y una vez concluido el
tiempo se realizaron 3 lavados con PBS 1x de 5 minutos cada uno.

Se afiadié albumina de suero bovino (BSA) 2% /triton y se dejé por 30 minutos. Se
lavé 3 veces con PBS1x por 5 minutos cada lavado y se afiadio BSA2% esta vez por 15
minutos. Posterior a esto se agregé el anticuerpo diluido en BSA 1% y se incubd con toda
la noche a 42C. Los Anticuerpos usados fueron mouse anti-NeuN (mab 377a, Millipore),
chicken anti-GFAP (ab 4674, Abcam) y rabbit anti-lbal (gtx 100042, GeneTex).

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS1X y posteriormente
se afiade un enlace universal biotinilado de DAKO por 1 hora, se realizaron de nuevo 3
lavados de 5 minutos y se afiade estreptavidina acoplada a peroxidasa de rabano picante
(HRP). Se dan nuevamente 3 lavados de 5 minutos con PBS1X y por ultimo se realizé el

revelado con DAB (1ml de sustrato DAB + 1 gota de cromdgeno diaminobencidina de
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DAKO) colocando 50 pl de esta mezcla durante un tiempo aproximado de 1 minuto que
varia dependiendo de la coloracidn que el tejido vaya adquiriendo. La laminilla se lava
abundantemente con agua destilada y se coloca en el contenedor con agua destilada. Se
realiza la contratincién del tejido pasando por hematoxilina por 1 minuto y realizando la
estabilizacién del colorante sumergiendo 3 veces la canastilla en agua amoniacal.
Posteriormente se deshidrata la laminilla en alcoholes graduales y se coloca una gota de

resina sobre el tejido para fijar el cubreobjetos.

Estreptavidina acoplada a HRP ¢ ---- Ox()
T O

Anticuerpo secundario universal
biotinilado

Anticuerpo primario ...

Antigeno en el tejido AA

| = - |

Figura 13 — Se muestra el sistema de deteccion usado en inmunohistoquimica. Se basa en el acoplamiento
de un anticuerpo secundario de reconocimiento universal acoplado a biotina a la cual se unira
estreptavidina la cual a su vez estd acoplada a la enzima HRP que al reaccionar con el cromdgeno

diaminobencidina dara una coloracién marrén en los sitios donde se unio el anticuerpo.

Microscopia confocal: Para esta técnica se usaron los cortes de 8 um de grosor. Se
siguieron los mismos pasos inciales que en la inmunohistoquimica a excepcion del
blogueo de la peroxidasa enddgena, el cual no se realizd. Los anticuerpos primarios
usados fueron: mouse anti-NeuN (mab 377a, Millipore), chicken anti-GFAP (ab 4674,
Abcam) y rabbit anti-Ibal (gtx 100042, GeneTex). Se incubo cada uno individualmente
durante un periodo de 2 horas y se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno en
agitacion con PBS 1X entre la incubacién de cada anticuerpo. Después de la agregacion del
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ultimo anticuerpo se realizaron los lavados correspondientes y se agregd una mezcla de
los anticuerpos secundarios (IgG anti-mouse Cy5, 1gG anti-rabbit Alexa 555 y IgY anti-
chicken Alexa 488) respectivos disueltos en BSA 1%.

Las laminillas se dejaron incubar con el anticuerpo en agitacién por dos horas.
Posteriormente fueron montadas utilizando medio de montaje para fluorescencia

Vectashield, fueron observadas y se tomaron fotos en microscopio confocal.
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8-9 — RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del acido escamanico

Debido a la prevalencia de la enfermedad de Alzheimer y al decremento en la calidad de
vida que representa para quienes la padecen asi como para sus familiares, es fundamental
el estudio y entendimiento de dicha enfermedad, asi como la busqueda de estrategias
terapéuticas. Hasta el momento, no existe una cura ni se han encontrado farmacos
capaces de detener el deterioro generado por ésta. Por tal motivo, es importante el
estudio de moléculas que puedan reducir ciertas caracteristicas patoldgicas de la EA.

En el presente estudio, inicialmente se evalud el efecto del glicolipido de origen vegetal
denominado acido escamodnico A (AE), aislado de Ipomoea tyrianthina, el cual ha
demostrado tener un efecto “protector” en un modelo de dafio neuronal y glidsis.

Para tal efecto planteamos llevar a cabo la administracién intraperitoneal de 10, 15y
20mg/kg de AE en grupos de ratas (A, SS y C), las cuales fueron sacrificadas 18 horas
posteriores al tratamiento. El cerebro de dichos animales fue incluido y se realizaron
cortes los cuales fueron tefidos con H&E para evaluar de manera general, la estructura
del tejido cerebral en las regiones de giro dentado y CA3.

Los resultados muestran que la administracién de AE, no genera por si solo alteraciones
en el tejido cerebral a ninguna de las 3 dosis probadas. Las estructuras analizadas
permanecen intactas al igual que en el grupo basal (grupo 1).

GD - ' - CA3

40x - ; 40x v . \
Figura A. Microfotografias con la tincién de H&E de corte de cerebro de rata basal (grupo 1), donde se
muestra la estructura de las subregiones hipocampales analizadas en condiciones normales (40X). (A) Giro
dentado (GD) con las neuronas granulares agrupadas dentro de su estrato correspondiente y (B) CA3 con las
neuronas piramidales mostrando la morfologia tipica de este tipo celular dentro del estrato piramidal.
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De igual manera es importante sefialar que no se encontraron diferencias en los animales
tratados a distintas dosis de AE en ninguna de las regiones analizadas, giro dentado (GD) y

CA3 (Figura B).

Figura B. Micrografias con la tincién de H&E que muestran el hipocampo de ratas tratadas con diferentes
dosis de AE en ausencia de intervencidn para la inyeccion intracerebral (SS & AB 1-42). (A) 10mg/kg, (B)
15mg/kg y (C) 20mg/kg. A las 3 ddsis se observa ausencia de dafio con los estratos granular (GD) y piramidal
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(CA3) bien definidos asi como morfologia de las neuronas granulares y piramidales tipica, como la observada
en el grupo basal (grupo 1).

Dafio generado por inyeccion de oligdmeros de AP y solucién salina

Numerosos estudios han demostrado diversos efectos toxicos propios de las especies
oligoméricas de AP en el sistema nervioso central, entre estos se encuentran: la
disminucion de la viabilidad neuronal y la potenciacién a largo plazo, generacién de
procesos neuronales distréficos y generacién de glidsis reactiva con proliferacion y
activacion de microglia y astrocitos.

En el presente estudio, se utilizé un modelo animal de dafio neuronal e inflamacién,
generados por la inyeccidn intrahipocampal (dirigida a la subregién CA1 del hipocampo)
de 100uM de amiloide beta 1-42 (AP 1-42) en estado de agregacién oligomérico. Como
control de dafio mecanico, se realizd la inyeccion de 1 pl de solucién salina en el mismo
sitio.

Este modelo nos permite observar en primer lugar, el dafio agudo generado por
oligdmeros de AP directamente en el drea de interés y en segundo lugar, observar si la
molécula administrada (AE) tiene un efecto “protector” y es capaz de disminuir los
procesos de gliosis y degeneracion neuronal causados por el AB 1-42 al tiempo y dosis
administrada.

El AE fue administrado intraperitonealmente (con base a estudios previos realizados en el
laboratorio) 30 minutos previos a la cirugia estereotaxica. Se eligieron tres dosis (10, 15y
20 mg/kg) con la finalidad de observar si su efecto puede ser dependiente de la dosis

administrada.

Tincion con Hematoxilina-eosina (H&E).

La tincidn con H&E nos permite ver de manera general la estructura del tejido. De acuerdo
a lo esperado se observé dafio en los grupos inyectados con amiloide (Figura 16), en el
giro dentado donde es mas notorio, se observan de manera general vacuolizaciones en la
region subyacente (subgranular). Esto es indicativo de degeneracién neuronal debido a la
presencia de edema en los procesos neuronales. Otro hallazgo observado, es la presencia
de picnosis dada por la condensacion de la cromatina y que en etapas mas avanzadas de
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degeneracion celular conducira a la caridlisis y liberacion de desechos nucleares que daran
lugar a un proceso inflamatorio [163, 164]. En el estrato granular e hilus, se observa
también pérdida de la estructura tisular asi como disminucién de la densidad neuronal al
compararlo con el grupo basal.

En la regidn CA3 aunque en menor medida también se observa disminucién en la densidad
neuronal, picndsis y pérdida de la morfologia caracteristica de las neuronas piramidales de
esta region. En el grupo inyectado con solucién salina aunque en menor medida también
se observan alteraciones, entre ellas la presencia de nucleos picnéticos sin embargo nose
observa presencia de vacuolas en la regidn subgranular como en el tejido de los animales
inyectados con AP. Los resultados observados fueron de acuerdo a lo esperado segun la
literatura consultada previamente a la realizacidn de este estudio y a los efectos adversos

reportados para el péptido AB.

iy 4 4 == 4
mGDL O T - “B)CA3_ ]
"y “ : C » ,‘; 2 : ’ e 4 \. /.
B ' 4
: .. ) () & X 7 » Y . B
‘4'.‘- s»}"" 2 ¢ f’ o '-- > 4
A Sone A / = 37 A =
28 - ’
v ) "
\ F ~
% AL d N
7 o ) .
’.* v . ' - ' .‘v. ':' {
Pl ¥
| ¢ v % ¢
A T ! ric g i
X 90 2 8 > b7 bl
; b o M PR - 40x o BT A o & 40x

e LAY ey - .

Figura 16 — Micrografia con la tincion de H&E que muestra el Giro dentado (A) y regidon CA3 (B) de
hipocampo de rata inyectado con 100uM de AP 1-42 (grupo 5) (40x). Se observa presencia de vacuolas en la
region subgranular del GD y CA3 (flechas azules) asi como células picnéticas en el estrato granular del GD,
CA3 e hilus (flechas naranjas).

La administracién previa a la cirugia con AE, permitido observar una “recuperacién” del
dafio generado por AP} 1-42, en las tres dosis empleadas, aunque fue mas evidente a los
20mg/kg. A dosis de 10 mg/kg en el grupo de ratas inyectadas con AP, existen algunas
células con picndsis que ya no se encuentran presentes a las dosis de 15 y 20 mg/kg, las

vacuolizaciones observadas en el grupo sin previa administracion de AE no se observan en
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ninguna de las 3 dosis probadas de AE y la estructura del estrato granular se ve bien
conservada a las 3 dosis. Esto ocurre también en los grupos inyectados con SS. Los
resultados muestran que el mayor efecto se tiene a las dosis de 15 y 20mg/kg, como se

puede observar en las Figuras 17 y 18 en las distintas regiones analizadas (GD y CA3

respectivamente).  ¢g 100 uM de AB1-42

Figura 17 — Micrografias con la tincion de H&E de los grupos 3 y 5 (SS y AB) tratados con AE en la region de

giro dentado. En (A) Efecto del AE a 10mg/kg en los diferentes grupos de estudio.(B) AE a 15mg/kgy (C) AE a
20mg/kg. Las dosis de 20mg/kg se observa un efecto mas notorio.
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Figura 18 — Micrografias con la tincién de H&E de los distintos grupos (AP y SS) tratados con AE a diferentes
dosis, en la regidén de CA3 (A) 10mg/kg de AE; (B) 15mg/kg de AE y (C) 20mg/kg de AE. Se puede observar en
(A) células picnéticas en el tejido del animal inyectado con 100uM de AB1-42. En esta region los cambios
observados son menores que en el caso del giro dentado aunque si se observa una disminucion del dafio y
las imagenes de los 3 tratamientos con AE son muy similares entre si.
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Inmunohistoquimica con NeuN

La integridad de las poblaciones neuronales, fue confirmada mediante
inmunohistoquimica, empleando el anticuerpo anti-NeuN, el cual detecta la proteina
NeuN, esta es una proteina de uniéon a ADN y se encuentra exclusivamente en neuronas
maduras, se expresa en el nlcleo de la mayoria de los tipos neuronales en etapas adultas.
Los resultados observados tras la inmunohistoquimica con NeuN, muestran que en el caso
de la inyeccion con AP, existe una disminucién en la marca dada por este anticuerpo en la
region del GD, esto puede deberse a que muchas de las células del estrato granular se
encuentran en picndsis y algunas otras tienen presencia de vacuolas. Se observa también
que hay una pérdida de la morfologia del estrato granular del giro dentado. En ambos
casos, ya no son marcadas por el anticuerpo. Para la regién CA3 se observa también una
disminucion en el nimero de neuronas piramidales en el grupo de amiloide asi como

dispersion del estrato piramidal (Figura 19).

GD

61



Figura 19 — Microfotografias con inmunohistoquimica para la proteina NeuN, en cerebro de rata, donde se
observan los niveles basales de NeuN, en las regiones de GD y CA3 (A). Cerebro de ratas inyectadas con
100uM de AB1-42 (grupo 5)(B) y tejido de rata basal (grupol).

Con el uso de este anticuerpo se pudo observar que en los grupos administrados
previamente con AE (grupo 6) a las dosis de 10 y 15 mg/kg, tienen una disminucion en la
perdida de la marca respecto al grupo sin previa administracion de AE (grupo 5), aln se
observan algunas células con nucleos picnéticos los cuales no son marcados por el
anticuerpo disminuyéndose de esta manera la marca generada por este en los grupos 3 y
5(SSy AP 1-42).

En el tejido de los animales administrados con 20 mg/kg de AE previamente (grupo 6), se
observa una disminucidon aun mayor en la perdida de la marca de NeuN, observdndose
una mayor densidad neuronal, asi como ausencia de vacuolas y nucleos picnéticos en la
region subgranular e hilus. También se observa preservacion de la estructura tisular en GD

y CA3 asi como densidad neuronal equiparable a la del grupo basal (grupo 1)(Figura 20).
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100puM de AB1-42

Figura 20 — Micrografias de inmunohistoquimica para NeuN en ratas administradas con diferentes dosis de
AE. (A) 10mg/Kg, (B) 15 mg/kg y (C) 20mg/kg, previa a la cirugia estereotaxica con microinyeccion de SS
(grupo 3) y 1001M de AB1-42 (grupo 5).
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100pM de AP1-42

=

Figura 21- Micrografias de inmunohistoquimica para NeuN en la region CA3 de ratas administradas con
diferentes dosis de AE. (A) 10mg/Kg, (B) 15 mg/kg y (C) 20mg/kg, de manera previa a la cirugia estereotaxica
con SS (grupo 3) y 100uM de AB1-42 (grupo 5).
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Inmunohistoquimica con GFAP

La proteina dacida fibrilar glial (GFAP) es una proteina de filamento intermedio de 52kDa
gue se expresa en los astrocitos y su expresidon se incrementa en situaciones de dano
tisular.

Con base en lo anterior, se decidié evaluar la expresién de GFAP en la regidén de GD y CA3
del hipocampo, y se observé que ante la microinyeccion de AB1-42 (grupo 5) existe un
incremento en el nimero de células que expresan dicho marcador, el cual también se
encuentra asociado con cambios en la morfologia de las células, lo que sefiala la presencia
de astrogliosis. Es importante sefialar, que estos resultados se observaron
mayoritariamente con microinyeccién del péptido AB1-42 (Figura 22). Entre los cambios
se observd lo esperado de acuerdo a los reportes previos consultados: engrosamiento de
las prolongaciones de los astrocitos y pérdida de sus dominios, ya que se observa

sobrelapamiento de las prolongaciones de los astrocitos que se encuentran préximos.
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Figura 22- Micrografias que muestran la expresidn de GFAP en cerebro de rata tratada con 100 uM de
AP (grupo 5), en distintas regiones del hipocampo; giro dentado (GD) y CA3. En la flecha naranja se muestra
el sobrelapamiento de los dominios de dos astrocitos.

A diferencia del grupo de AP 1-42, en el grupo 3 (SS), no se observaron cambios en la
expresion del marcador ni en la morfologia de las células para ninguna de las distintas
regiones analizadas, algo muy similar a la expresidon de esta proteina en condiciones
basales (Figura 23-A).
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Figura 23 - Micrografias que muestran la expresion basal (grupo 1) de GFAP en cerebro de rata (A) y en ratas
inyectadas con solucidn salina SS (grupo 3) (B) en distintas regiones del hipocampo; giro dentado (GD) y CA3.

La administracidn previa a la cirugia estereotaxica de AE por via intraperitoneal a distintas
dosis, permitid observar una disminucién en la presencia de astrogliosis a las 3 dosis
probadas. En el grupo de 10 mg/kg se observa una disminucién en la marca de GFAP
debida tanto a la disminucién en el nimero de astrocitos como a la disminucién en el
grosor de sus prolongaciones. Su morfologia con prolongaciones delgadas y con una
expresion baja de GFAP es muy similar a la de astrocitos quiescentes. El dominio de cada

astrocito se encuentra bien definido.
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A dosis de 15 y 20 mg/kg se disminuye ain mas la astrogliosis generada por el de A, se
observa disminucién del nimero de astrocitos marcados respecto al grupo de 10 mg/kg y
la morfologia de todos ellos corresponde a la morfologia quiescente de este tipo celular.

Los dominios de todos los astrocitos marcados se encuentran bien definidos (Figura 24).

100pM de AP1-42

67



Figura 24 - Micrografias con inmunohistoquimica para GFAP en ratas administradas con diferentes dosis de

AE. (A) 10mg/Kg, (B) 15 mg/kg y (C) 20mg/kg, previa a la cirugia estereotaxica con SSy 100uM de AB1-42. En
los grupos administrados previamente con AE hay una disminucion de astrocitos reactivos.

A ligual que en el GD, en la regiéon CA3 se observa una disminucién en la cantidad de
astrocitos reactivos. Sin embargo, es importante sefialar que a dosis de 20mg/kg la
reduccidn en el numero de astrocitos asi como el mantenimiento de su estado quiescente

es mas evidente.

100uM de AB1-42
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Figura 25 - Micrografias de inmunohistoquimicas para GFAP en ratas administradas con diferentes dosis de
AE. (A) 10mg/Kg, (B) 15 mg/kg y (C) 20mg/kg, previa a la cirugia estereotaxica para administracién de SS
(grupo 3) y 100uM de AB1-42 (grupo 5). En la regién CA3 se observa una disminucidén en la reactividad de
astrocitos en los grupos administrados previamente con AE.

La astrogliosis juega un papel muy importante en distintas patologias neurodegenerativas
incluyendo la EA. Se sabe, que los astrocitos se vuelven disfuncionales y contribuyen a
exacerbar el dafio generado por los demds componentes patoldgicos presentes en la
enfermedad. De esta manera, la disminucidén de la astrogliosis puede ser un blanco

terapéutico para tratar la EA y otras enfermedades neurodegenerativas [175-177].

Inmunohistoquimica con Ibal

Iba 1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1), es una proteina que se localiza
especificamente en la microglia ramificada y por lo tanto juega un papel muy importante
en la regulacién de la funcion de la microglia. Los resultados obtenidos en el presente
estudio, demostraron que la morfologia de las células en el cerebro de ratas tratadas con
AR 1-42; corresponde, a microglia ramificada que progresa hacia estadios reactivos ya que
algunas de las células presentan prolongaciones engrosadas largas asi como
prolongaciones cortas con somas engrosados ademads de encontrarse en mayor numero
que en el tejido basal (grupo 1). Esta marca se observa aumentada de manera muy notoria
en el grupo tratado con AP, a diferencia del grupo tratado con SS, donde las células
positivas son de menor tamano y las ramificaciones presentes no corresponden a las de la

microglia activa [132, 168] (Figura 26).
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Figura 26. Micrografias que muestran la expresién de Iba 1 en GD y CA3 de cerebro de ratas tratadas con SS
(grupo 3) (A) y 100 uM de AB1-42 (grupo 5) (B). La diferencia entre la morfologia de las células de microglia
con ramificaciones delgadas en el grupo 3 (SS)(flecha negra) y en el grupo 5 (AB1-42)(flecha naranja) donde
las prolongaciones se encuentran engrosadas y son mas cortas son muy notorias.

Los cambios observados en las células gliales (astrocitos y microglia) en animales tratados
con AB ya han sido reportados previamente en la literatura, entre estos cambios se
reporta un aumento en la intensidad en la expresién de GFAP e IBA1 asi como morfologia
de estadio reactivo en ambos tipos celulares.

La administracion previa a la cirugia con AE a las 3 dosis probadas, dio como resultado una
disminucion en la expresion de Iba 1 asi como conservacién de la morfologia quiescente
de este tipo celular, un efecto similar al observado con la expresién de GFAP. A dosis bajas
de AE (10mg/kg), aun se observa un incremento de la marca respecto al grupo basal
(grupo 1) sin embargo la morfologia de este tipo celular es mas cercana a la de microglia
guiescente a diferencia del grupo 5 que no se administrd previamente con AE. Para las
dosis de 15 y 20 mg/kg se observa una reduccidén bastante mas evidente en el nimero de
células, reactivas tanto en el grupo de SS como en el grupo de A3 mostrando la totalidad
de las células morfologia quiescente. A la dosis de 20 mg/kg el marcaje se observa
practicamente indistinguible del grupo 1 (basal). El efecto es igual para las dos regiones
analizadas (GS y CA3) (Figura 27 y Figura 28).
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Figura 27 - Micrografias que muestran la expresion de lba 1 en GD de cerebro de ratas tratadas con A
(grupo 6)(A) vy SS (grupo 4) (B). Ratas administradas con diferentes dosis de AE (A) 10mg/Kg, (B) 15 mg/kg y
(C) 20mg/kg, previa a la cirugia estereotaxica con SS y 100uM de AB1-42. En los grupos administrados
previamente con AE hay una evidente disminucidn de microglia reactiva que es mayor con el aumento de la
dosis de AE.

Resultados similares, se observan en la regién CA3 de hipocampo, haciendo evidente que

la administracion previa a la cirugia de AE, reduce en gran medida la respuesta
inflamatoria observada, este efecto aumenta conforme aumenta la dosis (Figura 28).
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100puM de AP1-42

Figura 28. Micrografias que muestran la expresion de Iba 1 en CA3 de cerebro de ratas tratadas con
AP (grupo 6) (A) y SS (grupo 4)(B). Ratas administradas con diferentes dosis de AE (A) 10mg/Kg, (B) 15 mg/kg
y (C) 20mg/kg, previa a la cirugia estereotaxica con SS y 100uM de AB1-42. En los grupos administrados
previamente con AE hay una evidente disminucién de microglia reactiva.

De esta manera, podemos observar que a administracidn previa a la cirugia de AE, parece

disminuir el proceso de gliosis preferentemente a dosis de 15 y 20 mg/kg.
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Al igual que para los astrocitos el aumento en el nUmero y grado de activacién de estas
células durante la progresién de las enfermedades neurodegenerativas, generalmente se
relaciona con un aumento en el dafo y degeneracion neuronal mediante el
establecimiento de un proceso inflamatorio crénico y que contribuye de manera negativa

a la proteccién y reparacién del tejido circundante [129, 179].

Microscopia Confocal.
El uso de microscopia confocal, nos permitié observar de manera mas clara el proceso de
astrogliosis que estd presente en los grupos inyectados con 100 uM de Ab1-42 y SS. Como

podemos observar en la figura 29, la expresién de GFAP e Ibal en el grupo control (basal)

es baja y la estructura del hipocampo se observa conservada

.

Figura 29 - Microscopia confocal que muestra la expresién basal de GFAP (grupo 1)(B) e Iba 1 (C) en
hipocampo de rata. En azul (A) se muestran los nucleos de las neuronas del GD, evidenciadas con el
anticuerpo anti-NeuN y en (D) la sobreposicidn de los tres canales
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Al igual que en el grupo control (Figura 29) la administracion de AE (20mg/kg), el nimero

de astrocitos y microglia es bajo en las distintas regiones analizadas (Figura 30).

NeuN GFAP Ibal

Figura 30 - Microscopia confocal que muestra la expresion de GFAP (B) e Iba 1 (C) en hipocampo de rata en
el grupo 2 (20mg/kg AE). En azul (A) se muestran los nucleos de las neuronas del GD, evidenciadas con el
anticuerpo anti-NeuN y en (D) la sobreposicién de los tres canales.

De manera contraria, en los grupos inyectados con AP y SS, el nimero de astrocitos y
microglia se incrementan de manera significativa, siendo mds evidentes en las ratas

tratadas con 100uM de AB1-42 (Figura 31).
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Como podemos observar, aunque ambos grupos presentan un incremento en la presencia
de astrocitos y microglia; la morfologia de estas células es distinta en ambos grupos,

siendo sus prolongaciones y soma mas gruesos, en el grupo inyectado con AB1-42.

NeuN GFAP lba 1l

Figura 31. Microscopia confocal de cerebro de rata tratados con SS (grupo 3)(A) y 100mM de AR 1-42(grupo
5) (B). La presencia de astrogliosis fue evidenciada mediante el uso del anticuerpo anti-GFAP (verde) y la
microglia con el anticuerpo anti-lba 1 (rojo). En azul, se observan los nucleos de las neuronas evidenciados
con el anticuerpo anti-NeuN. En el extremo derecho se observa la sobreposicion de los 3 canales.
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En la Figura 32, se puede observar claramente, mediante microscopia confocal la
reduccién en la astrogliosis; cuando se administran 20mg/kg de AE previos a la cirugia

estereotaxica en ratas tratadas con SS.

GIRO DENTADO (1pl SS)

Figura 32 - Microscopia confocal de cerebro de rata administradas con SS, y tratadas con AE 20mg/kg (B). La
presencia de astrogliosis fue evidenciada mediante el uso del anticuerpo anti-GFAP (verde) y la microglia con
el anticuerpo anti-lba 1 (rojo). En azul, se observan los nucleos de las neuronas evidenciados con el
anticuerpo anti-NeuN. En (A) se muestran animales no tratados con AE, se observa una mayor presencia de
astrocitos y microglia activa. En (C) y (D), se observa la sobreposiciéon de todos los canales en los distintos
tratamientos
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A diferencia de grupo con SS, el grupo de animales administrados con AB1-42, presenta
una astrogliosis mas evidente. La morfologia de los astrocitos difiere mucho del grupo
control (SS), Figura 32)), asi como del grupo sin previa administracion de AE tanto en la

cantidad de astrocitos como en el nivel de activacion (Figura 33).

GIRO DENTADO (100uM AB142)

Figura 33 - Microscopia confocal de giro dentado de cerebro de rata pre-tratados con AE 20mg/kg (B) y
administrados con100uM de AP1-42. La presencia de astrogliosis fue evidenciada mediante el uso del
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anticuerpo anti-GFAP (verde) y la microglia con el anticuerpo anti-lba 1 (rojo). En azul, se observan los
nucleos de las neuronas evidenciados con el anticuerpo anti-NeuN. En (A) se muestran animales no tratados
con AE, se observa una mayor presencia de astrocitos y microglia activa. En (C) y (D), se observa la
sobreposicion de todos los canales en los distintos tratamientos

Resultados similares fueron observados en corteza/CA1 y regién CA3 del hipocampo

(Figura 34 y Figura 35).

CORTEZA/CA1 (100pM ApB1-42)

. ' .
\ \
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Figura 34 - Microscopia confocal de la corteza/CA1 de cerebro de rata pre-tratados con AE 20mg/kg (B) y
administrados con 100uM de AB1-42 (grupo 6) y sin administracién previa de AE (A). La presencia de
astrogliosis fue evidenciada mediante el uso del anticuerpo anti-GFAP (verde) y la microglia con el
anticuerpo anti-lba 1 (rojo). En azul, se observan los nucleos de las neuronas evidenciados con el anticuerpo
anti-NeuN. En (A) se muestran animales no tratados con AE, se observa una mayor presencia de astrocitos y
microglia activa. En (C) y (D), se observa la sobreposicion de todos los canales en los distintos tratamientos

CA3 (100pM AB1-42)

Figura 35 - Microscopia confocal de la regiéon CA3 de cerebro de rata pre-tratados con AE 20mg/kg (B) y
administrados con 100uM de AB1-42 (grupo 6) y sin administracidn previa de AE (grupo 5). La presencia de
astrogliosis fue evidenciada mediante el uso del anticuerpo anti-GFAP (verde) y la microglia con el
anticuerpo anti-lba 1 (rojo). En azul, se observan los nucleos de las neuronas evidenciados con el anticuerpo
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anti-NeuN. En (A) se muestran animales no tratados con AE, se observa una mayor presencia de astrocitos y
microglia activa. En (C) y (D), se observa la sobreposicién de todos los canales en los distintos tratamientos

De acuerdo a los estudios que se consultaron para la realizacion de este trabajo, o a los
usos dados a distintas especies de Ipomoea en la medicina tradicional; este género ha
demostrado tener efecto inmunomodulador. Diversas fracciones de estos organismos han
mostrado tener efectos positivos. En el modelo estudiado en este trabajo, la
administracion previa a la cirugia de acido escamodnico mostrd tener efectos positivos
esperados mediante la reduccién de la gliosis.

Esta hipdtesis se validé al observar que los grupos tratados con distintas dosis de este
glicolipido, habia una reduccién en la densidad y grado de activacion tanto de astrocitos
como de células de la microglia; siendo este efecto mayor a dosis de 20 mg/kg. La
disminucion en la activacion de ambos tipos celulares, puede contribuir también a la
preservacion del tejido ya que como se menciond previamente el proceso inflamatorio
agudo, habitualmente exacerba al dafio generado -en este caso- por la inyeccion
intracerebral del AB1-42.

Se ha reportado previamente, que el proceso inflamatorio agudo, es capaz por si mismo
de generar neurodegeneracién tras la inyeccidn intrahipocampal de LPS. La administracion
de LPS, induce una respuesta inflamatoria severa [180], la cual puede verse disminuida
mediante el uso de memantina [181].

Por otro lado, los resultados obtenidos tras la administracién de acido escaménico en
relacion con la activacidn de células gliales, es evidente en el presente estudio. Existe una
disminucion considerable en el proceso neurodegenerativo ocasionado por el Ab,
mediante la disminucién del proceso inflamatorio. Sin embargo, para dilucidar los
mecanismos por lo que esto ocurre, se necesitan realizar mas estudios.

Debido a la estructura glicolipidica de la molécula y basandonos en bibliografia reportada,
existe la posibilidad de que interaccione directamente con el péptido AR 1-42 en su
dominio de unién a esfingolipidos, de manera similar a como lo hace el ganglidsido 1
[162]. Sin embargo, a diferencia de éste que permite la unién del péptido a las

membranas celulares y favorece su proceso de agregacion, el AE por los resultados

80



obtenidos podria actuar de manera distinta evitando que el péptido interactle ya sea con
las células gliales disminuyendo de esta manera la respuesta inflamatoria que generen o
directamente con las neuronas y de esta manera disminuyendo los efectos adversos
generados por el péptido en estas.

También es importante realizar estudios a tiempos mas largos para determinar si el efecto
de esta molécula, puede tener un efecto similar al observado en fases mas avanzadas. Se
necesita también estudiar a fondo las implicaciones que puede tener la disminucién
observada en la respuesta inflamatoria ya que como se menciond anteriormente puede

también estar implicada en procesos de reparacién y recuperacion de la homeostasis.
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10 - Conclusiones

La administracion previa del dcido escamodnico a las distintas dosis probadas tiene
un efecto positivo tras la inyeccién intrahipocampal de AB1-42. Esto se observa
como una reduccion en el dafio observado principalmente en la regiéon de GD
aunque también se observd en CA3 y es mas notorio a la dosis de 20 mg/kg.
También se observa una reduccién en el dafio en el grupo inyectado con solucién
salina.

A las 3 dosis probadas se observd una disminucién en la glidsis (astrocitos y
microglia) observada en el grupo inyectado con amiloide y en menor medida en el

de solucidn salina.
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