UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

“EFECTO DE UNA FRACCION DE MALVA PARVIFLORA EN UN MODELO
MURINO DE NEUROINFLAMACION.”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
CRISTINA ELIZABETH RAMIREZ SERRANO

TUTOR PRINCIPAL
Dra. Leonor Pérez Martinez
Instituto de Biotecnologia - UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dr. Enrique Jiménez Ferrer. CIBIS-IMSS
Dra. Maribel Lucila Herrera Ruiz. CIBIS-IMSS

Cuernavaca, Mor. Agosto, 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TUTOR PRINCIPAL:

Dra. Leonor Pérez Martinez

ASESORES:
Dr. Enrique Jiménez Ferrer. CIBIS-IMSS

Dra. Maribel Lucila Herrera Ruiz. CIBIS-IMSS

JURADO REVISOR DE TESIS.
Dra. Clarita Olvera Carranza
Dra. Elizabeth Lorraine Jaimes
Dr. Humberto Lanz Mendoza
Dra. Magdalena Guerra Crespo

Dra. Lidia Riano Umbarila



Este trabajo se realizé en el laboratorio de Neuroinmunobiologia del Departamento de
Biologia Molecular y Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca,
Morelos), bajo la tutoria de la Dra. Leonor Pérez Martinez. Este proyecto se realiz6 gracias
al financiamiento otorgado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacion Tecnolégica (PAPIIT 1A203416, PAPIT IN213316 Y PAPIIT IN212316), del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT 155290) y del Fondo de
Investigacion en Salud-IMSS (FIS/IMSS/PROT/G11/988).



INDICE.

Pagina
RESUMEN 1
LISTA DE ABREVIATURAS 2
1.- INTRODUCCION 4
1.1.- Epidemiologia 4
1.2.- Caracteristicas clinicas 5
1.3.- Caracteristicas histopatoldgicas. 5
1.4.- Hipotesis amiloidea e hipoétesis colinérgica. 5
1.5.- Factores asociados al desarrollo de la EA 6
1.6.- Inmunidad innata y riesgo a padecer EA 7
1.7.- Anti-inflamatorios no esteroideos y EA 8
1.8.- Modelos de neuroinflamacion asociados a EA 8
1.9.- Tratamientos 9
2.- ANTECEDENTES 10
2.1.- Generalidades de Malva parviflora 10
2.2.- Reportes quimicos de Malva parviflora 11
2.3.- Reportes farmacoldgicos de Malva parviflora 11
3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 13
4.- HIPOTESIS 13
5.- OBJETIVO 13

5.1.- Objetivos particulares. 14



6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Seleccion quimica-biodirigida de la fraccion
con propiedades anti-inflamatorias de Malva
parviflora.

6.1.1.- Evaluacion de diferentes extractos de
Malva parviflora potencial anti-inflamatorio en
un modelo de edema auricular inducido con
TPA.

6.1.2.- Fraccionamiento del extracto de M.
parviflora con mayor actividad anti-inflamatoria
y elucidacién estructural de un compuesto
aislado.

6.1.3.- Evaluacion de diferentes fracciones del
MpD con potencial anti-inflamatorio en un
modelo de edema auricular inducido con TPA.

6.1.4.- Evaluacion de dos fracciones y un
compuesto aislado con potencial anti-
inflamatorio en macr6fagos RAW Blue.

15
15

15

15

16

16

17

6.2.- Efecto farmacologico de una fraccion y un
compuesto con actividad anti-inflamatoria en un
modelo murino de neuroinflamacion.

6.2.1.-Evaluacion de aprendizaje y memoria
espacial en Laberinto Acuético de Morris
(LAM).

6.2.2.-Determinacion de astrogliosis reactiva por
inmunohistoquimica.

6.3.-Andlisis estadistico

7.- RESULTADOS



7.1.- Seleccion quimica-biodirigida de fraccion con
propiedades anti-inflamatorias de Malva parviflora.

7.1.1.- Evaluacion de extractos derivados de M.
parviflora en un modelo de edema auricular.

7.1.2.-Fraccionamiento de MpD y obtencion de
compuesto aislado.

7.1.3.- Evaluacion de fracciones y compuesto
aislado de MpD en modelo de edema auricular.

7.1.4.- Evaluacion de fracciones y compuesto
aislado de MpD en macrdéfagos RAW Blue.

7.2.- Efecto farmacoldgico de MpF10 en un modelo
murino de neuroinflamacion.

7.2.1.- Evaluacion de memoria y aprendizaje en
Laberinto Acuatico de Morris (LAM).

7.2.2.- Astrogliosis reactiva en hipocampo.
8.- DISCUSION
9.- CONCLUSIONES
10.- PERSPECTIVAS
11.- BIBLIOGRAFIA CITADA

20

20

21

23

23

28

29

32
34
38
39
40



RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se manifiesta
principalmente a través del deterioro cognitivo y desérdenes conductuales. La etiologia de
este padecimiento no es bien conocida, sin embargo se sabe que los procesos inflamatorios
desarrollados antes o durante el progreso de dicha enfermedad tienen un papel muy
importante dentro de la cascada neurodegenerativa presente. Basado en esto, se han
planteado posibles nuevas estrategias para su tratamiento a través del uso de agentes anti-
inflamatorios, principalmente no esteroideos (AINEs), cuya administracion en esquemas
especificos ha mostrado una disminucion en la incidencia de ésta enfermedad en pacientes
asintomaticos, pero también efectos adversos en etapas tardias, por lo que la busqueda de

nuevas moléculas continua.

En este contexto, las plantas medicinales resultan de gran interés como fuente de metabolitos
secundarios con variada actividad farmacolégica, entre ella la anti-inflamatoria, que en
conjunto pudieran contrarrestar o disminuir procesos patoldgicos asociados, a la EA. Se ha
demostrado que el extracto hidro-alcohdlico de Malva parviflora (MpHA) posee efecto
antioxidante y anti-inflamatorio, ademas de mejorar el déficit cognitivo en ratones 5XFAD con
dieta hipercaldrica. Sin embargo, dada la riqueza de compuestos presentes en este extracto,
su caracterizacién quimica y farmacoldgica integral resulta sumamente compleja, por lo que
en este proyecto se generd y selecciond segun su actividad anti-inflamatoria, una fraccion
quimicamente menos compleja que el MpHA, la cual se evalué en un modelo murino de
neuroinflamacion, mostrando resultados que parecen recapitular el efecto farmacolégico de
MpHA.



Lista de abreviaturas utilizadas.

AINEs.- Anti-inflamatorios no esteroideos.

BA.- Péptido B amiloide.

BHE.- Barrera hematoencefalica.

ChAT .- Colin acetil transferasa.

CIBIS.- Centro de investigaciones Biomédicas del Sur.
DMSO.- Dimetilsulféxido.

EA.- Enfermedad de Alzheimer.

FAD. EA familiar (por sus siglas en inglés).

GFAP.- Proteina acidica fibrilar glial (por sus siglas en inglés).
ICV.- Intracerebroventricular

Indo.- Indometacina.

INF-y.- interferbn gamma.

LAM.- Laberinto Acuatico de Morris.

LPS.- Lipopolisacarido (en bacterias gram negativas).

MpA.- Extracto aceténico de Malva parviflora.

MpD.- Extracto de diclorometano de Malva parvifiora.
MpFDau.- Compuesto aislado (Daucosterol) de Malva parviflora.
MpHA.- Extracto hidro-alcohdlico de Malva parviflora.

MpM.- Extracto metandlico de Malva parviflora.

MpF5.- Fracciéon 5 de Malva parviflora.



MpF6c.- Fraccion 6¢ de Malva parviflora.
MpF6s.- Fraccion 6s de Malva parviflora.
MpF7.- Fraccidon 7 de Malva parviflora.
MpF10.- Fraccién 10 de Malva parviflora.
MpF12.- Fraccién 12 de Malva parviflora.
PS.- Placas seniles.

ON.- Oxido nitrico.

ONFs.- Ovillos neurofibrilares.

PPA.- Proteina precursora amiloide.
RMN.- Resonancia Magnética Nuclear.
SNC.- Sistema Nervioso Central.

TPA.- 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol.
T4.- Tripchlorolide.

TNF-a.- Factor de Necrosis Tumoral- alfa.
Veh.- Vehiculo.

v.0.- Via oral.



1.- INTRODUCCION

1.1.- Epidemiologia

La demencia es un sindrome caracterizado por la alteracion de multiples funciones cerebrales,
incluyendo la memoria, el razonamiento, la orientacién, la comprension, el aprendizaje, el lenguaje y
el juicio; y comunmente acompafiado por el deterioro del control emocional, el comportamiento social
y la motivacion. Este sindrome tiene una alta prevalencia e incidencia, en 2015 se estimaba que 46.8
millones de personas en el mundo la padecian y que habria 9.9 millones de casos nuevos durante el
mismo afno, lo que significa uno cada 3.2 segundos. Ademas se estima que para el 2030 se alcanzaran

los 74.7 millones y para el 2050 los 131.5 millones (World Alzheimer Report, 2015).

Por otro lado, se sabe que este padecimiento se encuentra directamente asociado al
envejecimiento, duplicando su incidencia cada 5.9 afios después de los 60-64 (World Alzheimer
Report, 2015). En este mismo contexto, la incidencia de este tipo de padecimientos ha tendido a
aumentar debido a la inversion de la piramide poblacional, fendmeno en el que la poblacién de adultos
mayores aumenta gracias a las nuevas tecnologias médicas que permiten una mayor esperanza de

vida.

El tipo mas comun de demencia es la enfermedad de Alzheimer (EA) con una proporcién a nivel
global, que va del 50% al 75% del total (Santana, 2015). Un ejemplo de su elevada prevalencia es
Estados Unidos, donde en 2014 se reporté que 5.2 millones de habitantes padecian esta enfermedad
y se estimé que para el 2050 su prevalencia sera de 13.8 millones (Alzheimer’s Association, 2014).
Por otro lado, en el caso de México, para el 2014 se estimd que existian alrededor de 86 mil casos y

se calcula que para el 2050 habra 3.5 millones de personas afectadas (Gutiérrez-Robledo, 2015).

La EA fue identificada por primera vez hace mas de 100 anos; sin embargo, ha sido hasta los
ultimos 30 anos que ha ganado impetu el estudio de sus sintomas, causas, factores de riesgo y

tratamientos.



1.2.- Caracteristicas clinicas.

Ademas del declive cognitivo caracteristico del padecimiento, en la EA puede observarse un
cuadro clinico que incluye usualmente afasia, problemas visuales, simultanagnosia y ataxia ocular;
ademas de diversas alteraciones en el comportamiento y algunos sintomas neuropsiquiatricos, como
ansiedad, depresion y pérdida de la capacidad de aprendizaje y la memoria (Cummings, 2000; Duthey,
2013).

1.3.- Caracteristicas histopatoldgicas.

Si bien es cierto que no hay una clara linea sobre la etiologia de esta enfermedad, si se han
identificado ya elementos determinantes para el desarrollo de la misma, como la muerte neuronal que
inicialmente se presenta en la region del hipocampo y mas tarde se extiende al resto del cerebro. Por
otro lado, también sobresalen dos alteraciones histopatolégicas cuya aparicion se da especialmente
en la corteza y el hipocampo, estos son los ovillos neurofibrilares (ONFs) y las placas seniles (PS)
(C.rdena s-Aguayo, 2014).

Las PS son agregados extracelulares compuestos principalmente del péptido  amiloide (BA).
Este deriva del procesamiento de la proteina precursora amiloide (PPA) por las enzimas B y y-
secretasas, las cuales al cortar en sitios determinados llevan a su produccion. (Armstrong, 2009).
Ademas de esta via de procesamiento denominada “amiloidogénica”, también existe la fisiolégica o
‘no amiloidogénica”, en la cual no participa la enzima B-secretasa, sino la a-secretasa, no

produciéndose el peptido BA.

Por otro lado, los ONFs, son lesiones intracelulares que se desarrollan en las neuronas
piramidales de la corteza y en neuronas con axones muy largos de los nucleos sub-corticales, éstas
consisten principalmente de filamentos aberrantes de la proteina fau hiperfosforilada (Koechling,
2010), la cual en condiciones fisiolégicas normales tiene un papel estabilizador de los microtibulos en

las neuronas.

1.4.- Hipotesis amiloidea e hipotesis colinérgica.

Existen varias hipotesis sobre la etiologia de la EA, una de ellas es la “hipotesis amiloidea”. Esta
explica la aparicion de las principales caracteristicas de la enfermedad como resultado de una

produccion exacerbada del péptido BA. Donde la sobreproduccién estaria siendo causada por una


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koechling%20T%5Bauth%5D

disrupcién en la homeostasis que regula el procesamiento de la PPA, favoreciendo su procesamiento
amiloidogénico. Lo anterior promovido por factores genéticos, o relacionados a la edad y al ambiente
(Harris, 2012).

Otra propuesta para explicar el origen de los sintomas presentes en la EA es la “hipétesis
colinérgica”, la cual sugiere que una disfuncion en la via colinérgica dentro del Sistema Nervioso
Central (SNC) contribuye substancialmente al declive observado en los pacientes que la padecen
(Terry, 2003). Esta es la base de la mayoria de los tratamientos prescritos al momento, de los que se
hablara mas adelante. Sin embargo, existen algunas evidencias que desafian esta hipodtesis, por
ejemplo, DeKosky y colaboradores fueron capaces de encontrar unicamente la disminucién de la
enzima colina acetil transferasa (ChAT -encargada de la formacién de acetilcolina—) en corteza de

pacientes con EA en etapas terminales, no asi en EA leve (DeKosky, 2002).

1.5.- Factores asociados al desarrollo de la EA

Como ya se comentd de manera muy breve, existen diferentes factores que pueden favorecer el
procesamiento amiloidogénico de la PPA; estos pueden estar relacionados a la edad, al ambiente o

ser genéticos.

Dentro de los factores genéticos se encuentran principalmente las mutaciones en los genes APP,
PSEN1 y PSEN2, las cuales conducen de manera inevitable al padecimiento de la EA “familiar” (FAD
por sus siglas en inglés). Para el caso del gen APP se han reportado alrededor de 30 mutaciones,
varias de ellas, cerca del sitio de corte de la y-secretasa, y dos que promueven un incremento en los
niveles de la proteina silvestre (wild- type), Por otro lado, para PSEN1 se sabe de alrededor de 180

mutaciones y para PSEN2 cerca de 14 (Armstrong, 2013).

La EA familiar (FAD) es poco comun, constituyendo solo un 5% o menos de los casos totales
(Bertram, 2012; Armstrong, 2013), mostrandonos la importancia de otros factores de riesgo que
promueven el desarrollo de la enfermedad en el 95% restante de los casos. Algunos de estos factores
son la edad, traumatismos cerebrales, algunos factores sociales, infecciones sistémicas, obesidad,
actividad fisica reducida, y enfermedades crénicas como diabetes e hipertension (Alzheimer’s
association, 2014; Lim, 2013; Matrone, 2015; Dosunmu, 2007), donde la mayoria o todos, involucran
la activacién del sistema inmune innato, propiciando un ambiente pro-inflamatorio y pro-oxidante, que
se ha sugerido, ejercen efectos daninos en el SNC que perduran mucho mas tiempo que el estimulo

original.



1.6.- Inmunidad innatay riesgo a padecer EA.

La neuroinflamacién es una respuesta inmune innata en sistema nervioso que pretende inactivar
o eliminar un dafno potencial. Histéricamente, ésta se habia visto ligada a la EA Uunicamente como una
respuesta a las PS, sin embargo, recientemente se ha asociado desde una perspectiva diferente,
donde juega un papel muy importante durante el proceso de iniciacion de la cascada

neurodegenerativa.

Al considerar entonces los factores de riesgo ya mencionados, se ha propuesto que el proceso
inflamatorio podria originarse inicialmente a nivel periférico y posteriormente llegar al SNC. Esto seria
posible gracias a un dafio en la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE), la cual no seria capaz

de impedir el paso de moléculas pro-inflamatorias (Cunninham, 2013).

Lo anterior es apoyado por evidencias experimentales donde se ha observado que una
inflamacién sistémica derivada de diferentes estimulos como son infecciones de diversos tipos, la
administracion de lipopolisacarido de bacterias gram negativas (LPS), una dieta alta en grasa o
padecimientos como diabetes e hipertension, inducen o exacerban el desarrollo de ciertas
caracteristicas de la enfermedad, como pérdida de proteinas sinapticas, deposicién de agregados
amiloides, mayor actividad de la B-secretasa y problemas cognitivos (Lim, 2015; Lykhmus, 2015; Lee,
2008; Weberpals, 2009; Elysse, 2014; Carnevale, 2012; Freude, 2009; Sheng, 2003; Jiménez-Ferrer,

manuscrito en preparacion).

En este contexto, moléculas pro-inflamatorias y/o pro-oxidantes como interferon gamma (INF-y),
Factor de Necrosis Tumoral- alfa (TNF-a), IL-1B, IL-6, 6xido nitrico (ON) y Oz se encontrarian
circulando en la periferia de forma crénica; alcanzando al SNC después de atravesar la BHE, la cual
en condiciones integras regula el transporte de células y moléculas entre la sangre y el cerebro, pero
cuya funcion puede verse comprometida ante ciertas condiciones como son hipertension, tumores,
radiacion, infecciones, enfermedades metabdlicas y envejecimiento. Una vez dentro del SN, el proceso
inflamatorio continda, orquestado por los dos principales componentes del sistema inmune innato

dentro del SNC, la microglia y los astrocitos.

La microglia son los macréfagos residentes del cerebro, tienen un origen mieloide y en
condiciones de salud tiene un rol fagocitico, removiendo neuronas dafiadas y patégenos, y al mismo
tiempo promueve la reparacion del tejido dafiado. Por otro lado, los astrocitos también constituyen
células gliales especializadas que remueven restos celulares (“debris”) y posibles toxinas, a la vez que

liberan factores neuroprotectores. Durante la neuroinflamacion (y en la EA) la proliferacién de ambos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lykhmus%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25816313

tipos celulares aumenta y su morfologia se modifica en un proceso denominado gliosis, en el cual
ademas son liberadas moléculas pro-inflamatorias, amplificando el proceso inflamatorio y llevando a

dano en el tejido.

1.7.- Anti-inflamatorios no esteroideos y EA.

La relacion entre la EA y los procesos inflamatorios es tan clara que incluso epidemiolégicamente
se ha asociado la administracion de anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) durante periodos
prolongados (2-3 afios) en fases tempranas de la enfermedad, con una reduccion en la incidencia de
ésta en pacientes asintomaticos (Breitner, 2011); sin embargo este tipo de medicamentos estan lejos
de representar al tratamiento 6ptimo, ya que su consumo cronico lleva a efectos no deseados como

son gastropatias (Lazzaroni, 2004) y eventos vasculares (Kearney, 2006).

1.8.- Modelos de neuroinflamacién asociados a EA.

Con el fin de generar nuevo conocimiento alrededor de la EA existen diversos modelos
experimentales, dentro de los que se encuentran los que utilizan animales transgénicos (comunmente
ratones o ratas) con una o varias mutaciones, ejemplo de estos son los animales 3xTg (mutacién sueca
en APP, P301L en tau y PS1M146V knock-in), los Tg2576 (mutaciéon sueca en APP) o los 5XFAD
(mutaciones sueca, florida y Londres en APP, y M146L y L286V en PS1), donde algunos llegan a

reproducir fielmente muchas de las marcas de la enfermedad entre los 6 y 13 meses.

No obstante, la etiologia de la enfermedad “no familiar” o tardia (95% de los casos de EA) no se
encuentra basada en mutaciones, por lo que también se han desarrollado algunos otros modelos que,
aunque no llegan a recapitular de forma tan extensa las caracteristicas de la enfermedad, si ofrecen

la ventaja de tener un origen de tipo ambiental y en algunos casos de ser de duracién mas corta.

Dentro de los anteriores se encuentran los modelos de neuroinflamacion asociada a la EA, para
los cuales se administra de forma intracerebroventricular (ICV) o sistémica algun agente pro-
inflamatorio. Ejemplos de esto son: (1) administraciéon periférica o ICV de estreptozotocina (STZ),
donde los animales desarrollan un desbalance metabdlico que conlleva a inflamacién y muestran
dafios en plasticidad neuronal, deficiencia cognitiva, neurodegeneracién, agregados amiloides vy
pérdida sinaptica (Chen, 2013); (2) inyeccidén gestacional de acido polyriboinosinico-polyribocytidilico
(Polyl:C), el cual induce una respuesta inmune innata analoga a la observada en infecciones virales,

donde los animales adultos producen altos niveles de IL-1p3, IL-6 y TNF-a, presentan microgliosis, y en



etapas muy tardias (hasta 20 meses de edad) desarrollan hiperfosforilacion de tau, amiloidogénesis y
deficiencia cognitiva (Krstic, 2012); e (3) inflamacion inducida por LPS, el cual representa un modelo
comunmente estudiado para el que existen diferentes esquemas de induccidn (variando en via y
tiempo de administracién), y dependiendo de esto puede observarse déficit cognitivo, gliosis, niveles
exacerbados de citosinas pro-inflamatorias y en ciertos casos, agregados amiloides y pérdida neuronal
(Pintado, 2012; Lykhmus, 2016; Woong, 2008).

Siendo de gran interés la asociacion entre condiciones que conllevan una inflamacién sistémica
(ej. hipertensién, infecciones, obesidad, etc.) y el desarrollo de la EA, algunos esquemas de
neuroinflamacion inducida por LPS, contemplan una administracion intraperitoneal (i.p) en dosis que
varian comunmente de 100 mg/kg a 1 g/kg durante tiempos bastante variables. Una vez que el LPS
ha sido inyectado en el animal, se inicia la transcripcion y liberacion de citosinas pro inflamatorias de
manera muy rapida, por lo que incluso en tiempos cortos (un par de semanas) es posible detectar

algunos indicadores similares a los presentes en la EA (Woong, 2008; Lykhmus, 2015).

1.9.- Tratamientos para la EA.

Como ya se menciond, los medicamentos comunmente usados para el tratamiento de la EA se
basan en la hipétesis que sugiere que una disfuncion en la via colinérgica dentro de SNC posee un
papel esencial en el declive observado en los pacientes que la padecen. Asi, la mayoria de farmacos
usados para el tratamiento de esta enfermedad se enfocan en compensar esta disfuncion
principalmente a través de inhibidores de la acetil-colinesterasa. Ejemplos de estos son Donezepil,
Rivastigmina y Galantamina. De igual forma, otros medicamentos comunmente administrados a los
pacientes con EA incluyen los antagonistas de receptores NMDA (receptor de glutamato) y algunos

anti-psicéticos (Burns, 2003; Alzheimer Association, 2012).

Es importante sefialar que durante este padecimiento es muy comun encontrar la prescripcion
de multiples farmacos para contrarrestar los diferentes sintomas presentes, los cuales a mejoran la
calidad de vida durante un tiempo limitado, pero no logran evitar la progresion de la enfermedad.
Debido a la falta de tratamientos efectivos, resulta necesaria la busqueda de nuevas alternativas, entre

las que se encuentran diferentes productos derivados de organismos vegetales.

Dos ejemplos son el Tripchlorolide (T4) y la Arctigenina, ambos con mecanismos especificos
para ejercer su efecto, aunque no del todo conocidos. El primero (T4) derivado de la planta china

Tripterygium wilfordii, muestra un efecto neuroprotector en ratones transgénicos 5XFAD, ya que mejora



su aprendizaje espacial y memoria, disminuye la pérdida sinaptica y promueve la activacion de la via
fosfoinositil-3-cinasa-Akt, ademas de reducir los niveles de BA y la expresidon de (-secretasa (Zeng,
2015). El segundo ejemplo, la Arctigenina, compuesto derivado de Arctium lappa es capaz de disminuir
la traduccion de B-secretasa via defosforilacion de el F2a, inhibiendo asi la produccion de BA, ademas
de promover la eliminacion del mismo al favorecer la autofagia a traves de AMPK y mTOR, con lo que

logra disminuir el dafio en la memoria en un modelo murino transgénico (Zhu, 2013).

2.- ANTECEDENTES

México es un pais sumamente diverso, cuenta con una gran variedad floristica que forma parte
del acervo etnomédico-cultural, a partir del cual pudieran explorarse nuevas opciones con potencial en

el tratamiento de la EA. Ejemplo de esto es Malva parviflora.

2.1.- Generalidades de Malva parviflora.

Malva parviflora es una planta herbacea con sinonimia popular que varia dependiendo de la
region, nombrandose por ejemplo como hala, malva, malva de campo, malva de castilla y malva de

quesitos, entre otros (Argueta, 1994).
Su clasificaciéon taxondmica es (The Taxonomicon, 2015):

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Filum: Tracheophyta
Subphylum: Euphyllophytina
Clase: Spermatopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Subfamilia: Malvoideae
Trubu: Malvae
Género: Malva
Especie: parviflora

Malva parviflora es originaria de Europa e introducida en América, con un uso frecuente y
extendido en nuestro pais actualmente. Crece principalmente en bosque tropical caducifolio,
subcaducifolio y bosque espinoso, también se asocia a vegetacion perturbada, creciendo a la orilla del

camino y en terrenos de cultivo abandonados (Argueta, 1994).
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Esta especie tiene una altura aproximada de 60 cm; con hojas simples, reniformes, crenadas,
onduladas, con peciolos largos y de hasta 4.5 cm de longitud y 7 cm de ancho; con flores pequefias,
de color lila o blanco, en inflorescencias de 1 a 4 flores; semillas reniformes; y fruto circular u ovado de

2 mm aproximadamente (Espinosa, 1997).

Sus usos médicos tradicionales incluyen su consumo como tratamiento anti-inflamatorio en caso
de golpes, heridas o abscesos; asi como durante la inflamacién de garganta, estomago, intestino,
mucosas, rifiones y pulmones entre muchos otros. Ademas de su uso como anti-inflamatorio, también
se acostumbra para disminuir la fiebre, como analgésico en ciertos casos, como anti-helmintico y para
tratar lesiones leves en la piel. Comunmente se recomienda beber el cocimiento o en forma de

fomentos o emplastos (Argueta, 1994).

2.2.- Reportes quimicos de Malva parviflora

Malva parviflora es una planta que ha sido poco caracterizada quimicamente; sin embargo, se
sabe de su contenido rico en flavonoides y compuestos fendlicos (Farhan, 2012; Lagunas, 2009).
Igualmente se ha reportado que en partes aéreas contiene saponinas, alcaloides, resinas y taninos
(Farhan, 2012), ademas de flavonoles (un tipo de flavonoide), fenilpropanoides, aminoacidos
aromaticos y terpenos (Lagunas, 2009). Por ultimo, dentro del grupo de investigacion se ha
determinado recientemente, que el extracto hidro-alcohdlico contiene escopoletina (una cumarina) y

acido oleandlico (un triterpeno) (Jiménez-Ferrer, manuscrito en preparacion).

2.3.- Reportes Farmacoldgicos de Malva parviflora

Existen ya diversos reportes de su actividad farmacolégica, entre los que se encuentran su
actividad como: quelante de metales a través de un extracto metandlico de hojas (Bouriche, 2011);
antibacteriano en los extractos hexanico, metandlico y acuoso de hojas y raices (Shale, 2005); anti-
fungico utilizando un buffer de extraccion en semillas (Wang, 2001); hipoglucemiante con los extractos
hexanico, cloroférmico, y metandlico de hojas (Pérez-Gutiérrez, 2012); anti-hipertensivo en un extracto
hidro-alcohdlico y sus fracciones acuosa y organica de hojas (Lagunas, 2009); anti-oxidante, tanto al
usar el extracto metandlico (Bouriche, 2011), como el extracto hidro-alcohdlico y sus fracciones acuosa
y organica en hojas (Lagunas, 2009); anti-inflamatorio a través de los extractos metandlico, hexanico

y acuoso de hojas y raices (Bouriche, 2011; Shale, 2005); y neuroprotector tanto en el extracto
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etandlico de hojas como en el hidro-alcohdlico de partes aéreas (Aslam, 2014; Jiménez-Ferrer,

manuscrito en preparacion).

Estudios previos realizados por Lagunas H. y Pérez-Gutiérrez y colaboradores, han
evidenciado un efecto positivo de Malva parviflora, sobre la regulacion de alteraciones
metabdlicas tanto en un modelo de hipertension inducido mediante Angiotensina Il como en uno
de diabetes tipo | inducido con streptozotocina. Para el primer caso, se observé una disminucion
en los niveles de presion arterial, malonildialdehido en rifiones y aorta, asi como proteina C
reactiva (parametros asociados con estrés oxidante e hipertension arterial cronica
respectivamente), (Lagunas, 2009). Para el segundo caso se observé un efecto hipoglucémico y
regulador de los niveles de colesterol total, triglicéridos y peroxidacion lipidica (Pérez-Gutiérrez,
2012).

Por otra parte, recientemente en nuestro grupo se genero y caracterizé de forma preliminar
un extracto hidro-alcoholico de M. parviflora para el cual, como ya se menciond, se determiné que
contiene escopoletina (una cumarina) y acido oleandlico (un triterpeno) (Jiménez-Ferrer,
manuscrito en preparacién), ambos con actividad anti-inflamatoria (Ding, 2008; Chang, 2012; Lee,
2013, Singh, 1992; Lee, 2007; Boiuc, 1996) y neuroprotectora reportada anteriormente (Son,
2007; Caltana, 2014; Caltana, 2015; Babongile, 2014; Li-hua, 2015). Asi mismo, de forma
coherente con lo anteriormente reportado, se encontré que el extracto hidro-alcohélico (MpHA)
posee actividad anti-inflamatoria, ya que inhibe la activacion de NF-kB y AP-1 en macrofagos in

vitro (Jiménez-Ferrer, manuscrito en preparacion).

Interesantemente, se encontré que la administracion crénica del MpHA ejerce un efecto
benéfico en un modelo murino transgénico de la EA (5XFAD) el cual presenta un proceso
inflamatorio exacerbado por la administracién crénica de una dieta alta en grasa; siendo capaz
de disminuir la deposicion del péptido BA, la astrogliosis reactiva y la pérdida de neuronas, a la
vez que mejoré el desempenio cognitivo tanto en los animales alimentados con dieta alta en grasa

como con dieta normal (Jiménez-Ferrer, manuscrito en preparacion).

Sumado a lo anterior, también ya se ha determinado que este extracto disminuye la
activacion clasica de la microglia (Activacion clasica -M1-: caracterizada por secretar citosinas
pro-inflamatorias y promover el dafo neuronal) y aumenta su capacidad fagocitica, datos que
sugieren a la microglia como uno de los blancos terapéuticos de M. parviflora para la atenuacion
de la EA.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los cambios sustanciales en la piramide poblacional, en la que se observa un incremento en la
proporcion de adultos mayores, ha conducido al aumento en la prevalencia de enfermedades ligadas
al envejecimiento; de éstas, las enfermedades neurolégicas como la EA, son de particular importancia.
Los parametros fisiopatolégicos de este trastorno incluyen el deterioro en la disponibilidad sinaptica de
acetilcolina, la formacion de ovillos neurofibrilares y la deposicion del péptido B-amiloide, conduciendo
inevitablemente a déficit cognitivo. Los procesos inflamatorios desarrollados antes o durante el
progreso de dicha enfermedad han mostrado desempefar un papel muy importante dentro de la
cascada neurodegenerativa presente. Diversos modelos biolégicos han sido usados en la busqueda
de terapias utiles para esta enfermedad, que permitan detener o retardar la sintomatologia, y mejorar
la calidad de vida de las personas afectadas. Las plantas medicinales resultan de gran interés, como
fuente de metabolitos secundarios que en su conjunto son capaces de ejercer diferentes acciones
biolégicas que permiten contrarrestar o disminuir procesos patolégicos asociados, en este caso, a la
EA. Se ha demostrado que el extracto hidro-alcohdlico de Malva parviflora posee efecto antioxidante y
anti-inflamatorio, ademas de mejorar el déficit cognitivo en ratones 5XFAD con dieta hipercalérica, sin
embargo, dada la riqueza de compuestos presentes en este extracto, su caracterizacion quimica y
farmacoldgica integral resulta muy compleja, por lo que en este proyecto se generé y seleccioné segun
su actividad anti-inflamatoria, una fraccién quimicamente menos compleja que el MpHA, la cual se

evalud en un modelo murino de neuroinflamacién asociado a la EA.

4.- HIPOTESIS.

Una fracciéon del extracto de diclorometano de Malva parviflora con propiedades anti-

inflamatorias, mejora la capacidad cognitiva en un modelo murino de neuroinflamacion.

5.- OBJETIVO.

Identificar una fraccion de Malva parviflora con propiedades anti-inflamatorias, que ejerza un

efecto neuroprotector en un modelo murino de neuroinflamacion.
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5.1.- Objetivos particulares:

1. Seleccionar mediante una evaluacion quimica-biodirigida una fraccién con propiedades anti-
inflamatorias de Malva parviflora.

2. Evaluar el efecto farmacologico de la fraccion con mayor actividad anti-inflamatoria sobre el
desarrollo de algunas marcas presentes en la enfermedad de Alzheimer en un modelo murino
de neuroinflamacion.

3. Identificar, aislar y elucidar la estructura de al menos un compuesto presente en la fraccion con
actividad biologica.

4. Evaluar la actividad anti-inflamatoria y neuroprotectora del compuesto aislado.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Seleccion quimica-biodirigida de fraccién con propiedades anti-inflamatorias de Malva

parviflora.

6.1.1.- Evaluacion de diferentes extractos de Malva parviflora potencial anti-inflamatorio en un

modelo de edema auricular inducido con TPA.

Con el objetivo de evaluar el potencial anti-inflamatorio de diferentes extractos de M. parviflora,
se llevaron a cabo ensayos en un modelo murino de edema auricular inducido con 13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol (TPA) en el Centro de investigaciones Biomédicas del Sur (CIBIS)-IMSS en

colaboracién con la Biol. Vargas-Villa.

Se formaron seis grupos de seis animales cada uno, en cada animal se aplicé de forma tépica 1
mg/oreja de TPA (Sigma-Adrich, St. Louis, MO, USA) en la oreja izquierda, mientras que la derecha
fue utilizada como control. Quince minutos antes de la aplicacion de TPA, los diferentes tratamientos
(proporcionados por el CIBIS-IMSS: extracto hidro-alcohdlico —MpHA-, extracto de diclorometano —
MpD-, extracto acetdonico —MpA-, extracto metandlico-MpM-, Indometacina —Indo-, vehiculo —Veh-)
fueron aplicados (2 mg/oreja) en la oreja izquierda; cuatro horas después, los animales fueron
sacrificados y se obtuvo una muestra circular con un diametro de 5 mm de cada oreja, las cuales fueron
pesadas para determinar el tamaro del edema (diferencia de peso entre la oreja inflamada y la control).
La actividad anti-inflamatoria se calculé6 como porcentaje de inhibicion del edema comparado con el

grupo que unicamente recibié vehiculo como tratamiento.

6.1.2.- Fraccionamiento del extracto de M. parviflora con mayor actividad anti-inflamatoria y

elucidacion estructural de un compuesto aislado.

Siendo el extracto de diclorometano de M. parviflora (MpD) el de mayor actividad anti-inflamatoria
en el modelo de edema auricular; se llevé a cabo una nueva obtencién y fraccionamiento del mismo.
Para esto, junto con la Biol. Gabriela Vargas Villa (CIBIS-IMSS), se maceraron 2 kg de partes aéreas
de la planta en 20 L de solvente durante 24 horas, dos veces; posteriormente se retird el solvente
mediante un evaporador rotatorio. El extracto resultante se fraccioné por cromatografia en columna
abierta de fase normal con silica gel como fase estacionaria y un gradiente de hexano-acetona como

fase movil, de donde se obtuvieron una serie de fracciones cuyo perfil quimico fue monitoreado por
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cromatografia en capa fina; y un compuesto aislado, cuya conformacion estructural se determiné por

Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

6.1.3.- Evaluacion de diferentes fracciones del MpD con potencial anti-inflamatorio en un modelo

de edema auricular inducido con TPA.

Las fracciones y el compuesto resultantes del fraccionamiento del MpD fueron evaluadas en el
mismo modelo de edema auricular utilizado para la evaluacion de los diferentes extractos (descrito en
la parte superior), con una unica modificacién en la dosis de los tratamientos (Fraccion 5 —MpF5-,
fraccion 6¢ —MpF6c¢-, fraccion 6s —MpF6s-, fraccion 7 —MpF7-, fraccion 10 —MpF10-, fraccion 12 —

MpF12-, compuesto aislado —MpDau-, Indometacina —Indo-, vehiculo —Veh-), la cual fue de 1 mg/oreja.

6.1.4.- Evaluacion de dos fracciones y un compuesto aislado con potencial anti-inflamatorio en

macrofagos RAW-Blue.

Se llevo a cabo la evaluacion de dos fracciones y un compuesto aislado (MpF7, MpF10, MpDau)
con potencial efecto anti-inflamatorio, en un modelo in vitro usando macréfagos murinos RAW-Blue, lo
cuales poseen un gen reportero inducible por NF-kB y AP-1; especificamente, tiene insertado en su
genoma de manera estable el cDNA que codifica para una fosfatasa alcalina secretable. Los niveles
de la fosfatasa alcalina se miden en el medio de cultivo por colorimetria, para lo que se colectan 150

pl de medio, que son mezclados con 50 ul del reactivo QUANTI-Blue (InvivoGen).

El ensayo se realiz6 siguiendo las recomendaciones del proveedor de la linea celular (InvivoGen,
USA. Cadigo de catalogo: Raw-Sp). Se sembraron 100,000 células (con 200 pyl de medio DMEM) por
pozo en placas de 26 pozos, donde se les agregé diferentes concentraciones de los tratamientos
derivados de M. parviflora (MpDau: 2.5, 5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 40 y 80 ug/ml; MpF7 y MpF10: 10,
20, 40, 80 pg/ml.- MpD: 2.5, 5, 25, 50, 100, 200 ug/ml) y un estimulo pro-inflamatorio de LPS (20 ng/ml).
Las células fueron incubadas a 37°C durante 12 horas y posteriormente se colectaron 50 ul del medio
en el que se encontraban, a partir de éste se midié mediante un ensayo colorimétrico (QUANTI-Blue -
InvivoGen) la cantidad de fosfatasa alcalina secretada, indicador de la actividad de NF-kB y AP-1,

factores de transcripcion importantes en procesos inflamatorios.
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6.2.- Efecto farmacoldgico de una fraccién y un compuesto con actividad anti-inflamatoria en

un modelo murino de neuroinflamaciéon asociado a la EA.

Los tratamientos seleccionados por su mayor actividad anti-inflamatoria se evaluaron en un
modelo murino de neuroinflamacién asociado a la EA; para lo cual se inyect6 de forma intraperitoneal
(i.p.) una dosis diaria de 125 ug/kg de LPS durante 7 dias a ratones hembra ICR de entre 25 y 30g.
Los animales se mantuvieron en condiciones estables, con temperatura controlada, ciclos de luz de
12h:12h y acceso libre a agua y alimento (pellets, dieta para ratdbn Envigo). Los experimentos se
llevaron a cabo entre las 8:00 am y 12:00 pm. Todos los ensayos se realizaron de acuerdo a la norma
oficial mexicana NOM-062-Z00-1999.

Posterior a las inyecciones consecutivas de LPS, los animales recibieron los diferentes
tratamientos por via oral (v.0.) (Fig.1 A). Se formaron 8 grupos (n=6), uno de los cuales recibi
unicamente vehiculo (Veh) para simular la manipulacién; quedando: 1) Veh i.p. + Veh v.o., 2) LPS i.p.
+ Veh v.o., 3) LPS i.p. + MpF10 (5 mg/kg) v.o., 4) LPS i.p. + MpF10 (10 mg/kg) v.o., 5) LPS i.p. +
MpF10 (20 mg/kg) v.o., 6) LPS i.p. + MpDau (2 mg/kg) v.o., 7) LPS i.p. + MpHA (50 mg/kg) v.o. y 8)
LPS i.p. + Indometacina (50 mg/kg) v.o.

6.2.1.- Evaluacion de aprendizaje y memoria espacial en Laberinto Acuatico de Morris (LAM).

Con el objetivo de evaluar la capacidad de aprendizaje y memoria de los animales, se realizo la
prueba de laberinto acuatico de Morris (LAM) la cual es una prueba de aprendizaje y memoria espacial
en la que los animales deben aprender a guiarse con ayuda de sefiales visuales desde distintas
ubicaciones de inicio. La prueba se realiz6 utilizando una tina con un diametro aproximado de 150 cm,
dentro de la cual se encontraba una plataforma ligeramente sumergida en agua tefida de color blanco
(Fig. 1B).

La prueba de LAM se encuentra dividida en dos etapas, el aprendizaje (o adquisicion) y la prueba
de memoria (Fig. 1A). Para la etapa de aprendizaje, los animales recibieron entrenamiento diario
durante 5 dias consecutivos, durante los cual se les colocd desde 4 puntos diferentes de inicio (N, O,
S, E) cada dia y se les dej6 explorar libremente durante 60 segundos o hasta que lograron encontrar
la plataforma de escape; si el animal no llegé a la plataforma, se le condujo hasta ella y permanecié
ahi por 30 segundos. Para la prueba de memoria, la plataforma de escape es retirada y los animales

son colocados en los puntos de inicio de igual forma que durante el entrenamiento.
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Fig. 1. Modelo murino de neuroinflamacién inducido por LPS. A) Esquema de administracion, B) Fotografia y esquema

de Laberinto acuatico de Morris (LAM).

6.2.2.- Determinacién de astrogliosis reactiva por inmunohistoquimica.

Los animales fueron anestesiados y perfundidos via intracardiaca con solucion salina y
paraformaldehido al 4% pH7.4. Los cerebros fueron removidos y a partir de estos se obtuvieron cortes
sagitales de 30 pm de grosor. Las tinciones de inmunohistoquimica se llevaron a cabo usando el

método de secciones flotantes.

Las secciones fueron expuestas a citrato de sodio a 90°C durante cinco minutos para llevar acabo
la recuperacion antigénica, posteriormente se bloquearon las peroxidasas endoégenas con H>02 0.3%
en metanol por 10 minutos, seguido de tres lavados en PBS-T (PBS 0.25% Triton X-100) y una pre-
incubacion en buffer de bloqueo (PBS-T 0.1 % suero fetal bovino) durante una hora. Posteriormente,
se incubaron con anticuerpo primario contra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP por sus siglas en
inglés) (AB_561049; 1:250) a 4°C durante toda la noche, para después ser lavadas con PBS-T dos

veces e incubadas con anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa por dos horas, seguido de 3
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lavados mas con PBS-T. La inmunoreaccion fue identificada mediante un kit DAB (BD Pharmigen) y

las secciones fueron montadas en cubreobjetos.

Las imagenes fueron tomadas en campo claro con un microscopio Zeiss Axioskop de
EpiFluorescencia y una camara Nikon coolpix 5000 con adaptador coolpix MDC lens Nikon UR-ER.
Nuestras observaciones iniciales revelaron cambios principalmente en hipocampo, por lo que la

cuantificacion se realizé en esa zona.

La inmunoreactividad fue medida de forma semi-cuantitativa como el porcentaje de area
marcada. Seis campos diferentes fueron analizados en el programa ImagedJ, donde las imagenes se
cambiaron a escala de grises y se convirtieron a imagenes binarias (sefialando cada pixel como

negativo o positivo para el marcaje). El porcentaje de area marcada como positiva fue determinado.

6.3.- Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente en el software GraphPad Prism usando una
prueba ANOVA de una via y una post-prueba de Tukey o de Bonferroni segun lo indicado al pie de

figura, con un valor de significancia de p= 6 < 0.05.
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7.- RESULTADOS.

7.1.- Seleccion gquimica-biodirigida de fraccién con propiedades anti-inflamatorias de Malva

parviflora.

Como ya se menciond anteriormente la neuroinflamacion juega un papel muy importante durante
el proceso de iniciacion de la cascada neurodegenerativa presente en la enfermedad de Alzheimer.
Por lo que con el objetivo de encontrar una fraccién derivada de M. parviflora con propiedades anti-
inflamatorias, se llevé a cabo una seleccion biodirigida. Dicha seleccidn se basoé en la actividad anti-
inflamatoria que presentaron los diferentes extractos y fracciones evaluados en dos modelos bioldgicos

distintos (edema auricular y macréfagos RAW Blue); seleccionandose las de mayor actividad.

7.1.1.- Evaluacion de extractos derivados de M. parviflora en modelo de edema auricular.

De forma inicial se evaluaron en el modelo de edema auricular, cuatro diferentes extractos
obtenidos a partir de M. parviflora, (proporcionados por el CIBIS-IMSS) cuya actividad fue comparada
con la de un AINE comercial, la Indometacina (Indo). Los extractos fueron: 1) extracto hidro-alcohélico
-MpHA-, 2) extracto de diclorometano -MpD-, 3) extracto acetonico —MpAc- y 4) extracto metandlico —
MpM. A partir de este experimento, se calculé el porcentaje de inhibicién del edema para cada

tratamiento respecto al obtenido al utilizar inicamente vehiculo (Veh).

Como resultado, se observo que los extractos con mayor actividad fueron el MpD y el MpAc con
60.01 % y 60.21 % de inhibicién del edema, seguido por el MpHA (39.39%) y el MpM (32.0%) (Fig.

2A); por lo que se selecciond al MpD para su consecuente fraccionamiento y evaluacion.
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Fig. 2. Efecto anti-inflamatorio en edema auricular inducido con TPA. Porcentaje de inhibicién de edema auricular
inducido por TPA por diferentes A) extractos (extracto hidro-alcohdlico -MpHA-, extracto de diclorometano —MpD-,
extracto aceténico —MpA-, extracto metandlico -MpM) y B) fracciones y compuesto aislado (fraccion 5 —MpF5-, fraccion
6¢ —MpF6c-, fraccién 6s —MpF6s-, fraccién 7 —MpF7-, fraccion 10 —MpF10-, fraccién 12 —MpF12-, compuesto aislado
—MpDau-, Indometacina —Indo-) derivados de M. parviflora. ANOVA de una via con post-prueba de Tukey (p = 6 <
0.05). Significancia respecto a TPA + Veh.

7.1.2.- Fraccionamiento de MpD y obtencion de compuesto aislado.

En base al elevado porcentaje de inhibicion del edema auricular que presentoé el MpD, se llevo a
cabo su fraccionamiento. A partir de éste se obtuvieron 249 fracciones que fueron analizadas mediante
cromatografia en capa fina (datos no mostrados) y reagrupadas en base a la similitud en su pefrfil
cromatografico en 12 nuevas fracciones. Durante este procedimiento logré aislarse un compuesto puro,
el cual aparecia como precipitado en varias de las fracciones al momento de reducir por evaporaciéon
el volumen en el que se encontraban disueltas. Dicho compuesto fue analizado por RMN,

determinando que se trataba de Daucosterol (un glucdsido de B-sitosterol) (Fig. 3A y B).

El Daucosterol aislado (MpDau) fue comparado con un estandar analitico de la misma identidad
(Est Dau -B-sitosterol B-D-glucdsido, Sigma-Aldrich-) y se determiné su presencia en MpD y MpF10 a
través de cromatografia en capa fina, no asi en MpF7, la cual no lo contiene (Fig. 3C). Sin embargo,
en las condiciones de preparacién de la placa mostrada en la figura 3C no es posible observar el perfil
quimico de MpHA, utilizado mas delante como control debido a que ya se ha determinado dentro del

laboratorio su actividad anti-inflamatoria y neuroprotectora.
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Fig. 3. Elucidacién estructural de compuesto aislado y presencia del mismo en MpF10. A) Espectro de RMN del
compuesto aislado de M. parviflora. B) Estructura de Daucosterol. C) Cromatografia en capa fina comparando MpHA,
MpD, MpF7, MpF10, compuesto aislado (MpDau) y estandar analitico de Daucosterol (Est Dau). Para C) fase
estacionaria: silica gel fase normal, fase mévil: diclorometano: metanol (9:1), revelador: sulfato cérico.
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7.1.3.- Evaluacion de fracciones y compuesto aislado de MpD en modelo de edema auricular.

Las fracciones y el compuesto resultantes se evaluaron en el mismo modelo de edema auricular
utilizado anteriormente para la evaluacion de los extractos. Resultando con mayor actividad anti-
inflamatoria las fracciones MpF7 y MpF10 con 34.41% y 40.21 % de inhibicion del edema

respectivamente, asi como el compuesto aislado (MpDau) con 58.7 % de inhibicién (Fig. 2B).

7.1.4.- Evaluacion de fracciones y compuesto aislado de MpD en macréfagos RAW Blue.

Dado que las fracciones MpF7 y MpF10, asi como el compuesto aislado (MpDau) resultaron los
de mayor actividad en el modelo de edema auricular, se decidié evaluar su capacidad anti-inflamatoria
junto con la del extracto de origen (MpD) en un modelo in vitro, utilizando macréfagos de la linea celular
RAW-Blue. Lo anterior con el objetivo de confirmar su actividad anti-inflamatoria y realizar curvas de
concentraciéon- respuesta que mas adelante permitieran calcular un rango de dosis adecuadas para el

modelo murino.

Previo a la evaluacion en el modelo in-vitro, se determind el vehiculo mas adecuado para la
realizacién de las pruebas. El primer vehiculo que se intento utilizar fue Buffer salino de fosfatos (PBS
por sus siglas en inglés), el cual en ocasiones anteriores dentro del grupo de investigacion se habia
utilizado para disolver el MpHA, sin embargo, ninguno de los tratamientos propuestos logré disolverse
adecuadamente. Posteriormente, basandonos en la literatura, se decidié probar con dimetilsulféxido
(DMSO) manteniendo su concentracion final por debajo del 0.1%; obteniendo resultados similares a
los anteriores al no lograr su solubilizacién hasta que se elevaba el porcentaje de DMSO a niveles
alrededor del 10%, produciendo un grave dafo en las células tratadas (datos no mostrados).
Finalmente, los tratamientos lograron disolverse en Tween-20 con concentraciones finales no mayores

a 0.024%, no observandose por microscopia, alteraciones aparentes en las células expuestas.

Una vez identificado el vehiculo adecuado, se prosiguié a realizar los ensayos de actividad. Los

resultados se normalizaron respecto a células tratadas con LPS + Vehiculo.

Considerando que en nuestro grupo de investigacion ya se tenian antecedentes del MpHA en
este mismo modelo de células Raw-Blue, se realizé un analisis de dosis-respuesta utilizando las
concentraciones de 100, 500 y 1000 pg/ml del mismo. De acuerdo a lo observado previamente,

detectamos un efecto anti-inflamatorio del extracto MpHA dependiente de la concentracion (Fig. 4).
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Posteriormente, para la evaluacion del extracto de diclorometano (MpD), se probaron las mismas
concentraciones utilizadas para el MpHA. Sin embargo, debido a que a 500 y 1000 ug/ml la viabilidad
de las células parecia afectada (datos no mostrados), se decidié recorrer el rango hacia unas menores
concentraciones, evaluandose a 2.5, 5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml sin encontrar efectos deletéreos de

ningun tipo visibles al observar al microscopio (Fig. 5B y C).

Dentro del rango de concentraciones evaluadas para el MpD se observé un efecto anti-
inflamatorio dependiente de la concentracion, donde a 200 pg/ml se alcanzé un 81.7% de inhibicion

de NFkB y AP-1, seguido por 70.5 % a 100 ug/mly 52.5 % a 50 ug/ml (Fig. 5A).

Fig. 4. Efecto anti-inflamatorio del extracto hidro-alcohdélico M. parviflora (MpHA) en macré6fagos RAW-Blue.
Porcentaje de inhibicién de NFkB y AP-1 en macréfagos RAW-Blue, utilizando diferentes concentraciones (100, 500,
1000 pg/ml) del extracto hidro-alcohdlico de M. parviflora. Vehiculo: tween 20 con una concentracién final no mayor a
0.0024 %. (n=5). ANOVA de una via con post-prueba de Tukey (p = 6 < 0.05). Significancia respecto a LPS + Veh.
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Fig 5. Efecto anti-inflamatorio del extracto de diclorometano de M. parviflora (MpD) en macréfagos RAW-Blue.
A) Porcentaje de inhibicién de NFkB y AP-1 en macréfagos RAW-Blue, utilizando diferentes concentraciones (2.5, 5,
25, 50, 100, 200 ug/ml) del extracto de diclorometano de M. parviflora. Vehiculo: tween 20 con una concentracion final
no mayor a 0.0024% . (n=5). ANOVA de una via con post-prueba de Tukey (p = 6 < 0.05). Significancia respecto a
LPS + Veh. B) Células sin ningun tratamiento (ctrl). C) Células con LPS mas MpD a 200 pg/ml.

Posteriormente, evaluamos la actividad anti-inflamatoria de las fracciones MpF7 y MpF10 en el
mismo modelo de células in-vitro. Las concentraciones (10, 20, 40 y 80 pg/ml) utilizadas se
determinaron con base en reportes previos donde se evaluaba la actividad de fracciones en modelos
similares; principalmente en el trabajo de Hoo R y colaboradores (Hoo, 2010) donde se probaron dos
fracciones (10 y 20 yg/ml) derivadas de Radix astragali (planta herbacea) en el mismo modelo de

macréfagos RAW-Blue.

Como resultado de los ensayos realizados con la MpF7 a las concentraciones senaladas (10, 20,
40 y 80 ug/ml), no se observo una actividad anti-inflamatoria importante (en comparacion con MpHA,
MpD, Mp10 o MpDau), con una actividad en promedio de 28.58 % a la concentracion de 80 ug/ml (Fig.
6). No obstante, a las mismas concentraciones con la MpF10 se observo que posee un efecto anti-
inflamatorio dependiente de concentracion, teniendo como valor maximo, una inhibicion del 69.74 %
(80 pg/ml) y como minimo una de 21.0 % (10 pg/ml) (Fig. 7A). Ademas, observamos que en ninguna

de las repeticiones realizadas, las células sufrieron alguna alteracion visible al microscopio (Fig. 7B y
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C). Adicionalmente, ya que la MpF10 presenté una actividad anti-inflamatoria importante, y en ese
momento no se contaba con la suficiente cantidad para evaluarla en nuestro modelo murino, decidimos
realizar una nueva preparacion a partir del MpD y evaluar nuevamente, el efecto anti-inflamatorio de
esta nueva preparacion en el modelo de las células Raw-Blue. Los resultados obtenidos fueron iguales

a los observados la primera vez, lo que nos indica que su elaboracion es reproducible.

Fig. 6. Efecto anti-inflamatorio de la fraccion 7 de M. parviflora (MpF7) en macr6fagos RAW-Blue. Porcentaje de
inhibicion de NFkB y AP-1 en macréfagos RAW-Blue, utilizando diferentes concentraciones (10, 20, 40, 80 ug/ml) de
la fraccion 7 de M. parviflora. Vehiculo: tween 20 con una concentracion final no mayor a 0.0024% . (n=5). ANOVA de
una via con post-prueba de Tukey (p = 6 < 0.05). Significancia respecto a LPS + Veh. (ns= no significativo).
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Fig. 7. Efecto anti-inflamatorio de la fraccién 10 de M. parviflora (MpF10) en macrofagos RAW-Blue. A)
Porcentaje de inhibicion de NFkB y AP-1 en macréfagos RAW-Blue, utilizando diferentes concentraciones (10, 20, 40,
80 pg/ml) de la fraccion 10 de M. parviflora. Vehiculo: tween 20 con una concentracion final no mayor a 0.0024 %.
(n=5). ANOVA de una via con post-prueba de Tukey (p = 6 < 0.05). Significancia respecto a LPS + Veh. B) Células sin
ningun tratamiento (ctrl). C) Células con LPS mas MpF10 a 80 pg/ml.

Finalmente, para el caso del compuesto aislado (Daucosterol, MpDau), se decidié probar su
actividad a concentraciones no mayores de 80 ug/ml debido a que se trata de un compuesto puro. Las
concentraciones evaluadas fueron de 2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 pg/ml, con lo que se observé un
efecto inhibitorio de la actividad de NFkB y AP-1 dependiente de la concentracion, donde la minima
observada, a 2.5 mg/ml, fue de 17.95 % y la maxima, a 40 pg/ml, de 47.36 % (Fig. 8A). Cabe destacar
que a la concentracion mas alta (80 ug/ml) pudo observarse al microscopio dafio en muchas de las
células (datos no mostrados), no asi en las tratadas a concentraciones igual o menores a 40 ug/mil
(Fig. 8C y D). Aunado a esto, pudo observarse que el efecto de la fraccion aumentaba casi 3 veces al
usar la concentracion de 20 ug/ml en comparacién con la de 10 pg/ml, por lo que se decidié evaluar
también a concentraciones intermedias (12.5, 15y 17.5 yg/ml), donde pudo observarse un aumento
gradual en el efecto (Fig. 8B). Ademas, las concentraciones de 15y 17.5 ug/ml resultaron tener una

actividad ligeramente mayor que a 20 pyg/ml.

27



Fig. 8. Efecto anti-inflamatorio de un compuesto aislado de M. parviflora (MpDau) en macr6fagos RAW-Blue.
A) y B) Porcentaje de inhibicion de NFkB y AP-1 en macréfagos RAW-Blue, utilizando diferentes concentraciones (2.5,
5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 40, 80 pg/ml) de un compuesto aislado de M. parviflora. Vehiculo: tween 20 con una
concentracion final no mayor a 0.0024%. (n=5). ANOVA de una via con post-prueba de Tukey (p = 6 < 0.05).
Significancia respecto a LPS + Veh. C) Células sin ningun tratamiento (ctrl). D) Células con LPS mas MpDau a 40

ug/mil.

7.2.- Efecto farmacolégico de MpF10 en un modelo murino de neuroinflamacion.

La fraccién MpF10 y el compuesto aislado MpDau, por su mayor actividad anti-inflamatoria,
fueron seleccionadas para evaluarse en un modelo murino de neuroinflamacién inducida con LPS, el

cual ha sido relacionado con procesos similares a los desarrollados durante la EA (Lee, J. 2008;

Lykhmus, O. 2015).
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La induccién de neuroinflamacion se llevé a cabo en ratones ICR, para lo cual se les inyecté
durante 7 dias 125 ug/kg de LPS de forma i.p y posteriormente los diferentes tratamientos (MpHA,
MpD, MpF10, MpDau, Indo) via oral (v.0.) (Fig.1A). A los animales se les realizé la prueba de laberinto
acuatico de Morris (LAM) (Fig. 1C) para evaluar memoria y aprendizaje; y después de su sacrificio, se

evaluo astrogliosis reactiva en hipocampo por inmunolocalizacion.

7.2.1.- Evaluacion de memoria y aprendizaje en Laberinto acuatico de Morris (LAM).

Los animales fueron sometidos a la prueba de LAM, la cual se divide en dos etapas, el
aprendizaje (o adquisicion) y la prueba de memoria (Fig. 1A). Para la primera etapa los animales
recibieron entrenamiento diario durante 5 dias consecutivos, durante los cuales se les colocé desde 4
puntos diferentes de inicio (N, O, S, E) cada dia y se les dej6 explorar libremente hasta encontrar la
plataforma de escape (Latencia a la plataforma), donde observamos que el grupo control tuvo un
comportamiento que refleja un proceso de aprendizaje integro, ya que a través de los 5 dias disminuy6
de forma gradual el tiempo de latencia a la plataforma (Fig. 9 A), no asi los ratones inyectados con
LPS, los cuales mantuvieron tiempos de latencia mayores (Fig. 9 A). Lo anterior se confirmé al calcular
el area bajo la curva de éste parametro para cada grupo (Fig. 10), el cual ademas, reflejé que este
efecto fue contrarrestado por la administracién de MpF10 a las dosis de 5y 10 mg/kg; y de MpHA a 50
mg/kg.
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Fig. 9. Aprendizaje en ratones administrados con LPS como modelo de neuroinflamacién. A) Curva temporal de
latencia a la plataforma tomando como punto de partida los cuadrantes Este, Norte, Sur y Oeste. B) Esquema de
Laberinto Acuatico de Morris. C) Area bajo la curva de graficas en A. (n=72). ANOVA de una via con post-prueba de

Bonferroni (p = 6 < 0.05). Significancia respecto a LPS.

Fig. 10. Aprendizaje en ratones con neuroinflamacion tratados con derivados de M. parviflora. A). Area bajo la
curva (ABC) de latencia a la plataforma de ratones administrados con diferentes tratamientos (fraccién 10 —MpF10-,
compuesto aislado —MpDau-; Extracto hidro-alcohdlico -MpHA-; Indometacina —Indo-) (n=12). B) Efecto de MpF10 en
el aprendizaje. Curva temporal de Latencia a la plataforma tomando como punto de partida los cuadrantes Sury Este.
(n=12). ANOVA de una via con post-prueba de Bonferroni (p = 6 < 0.05). Significancia respecto a LPS.
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Dos dias después del periodo de aprendizaje, se llevo a cabo la prueba de memoria, durante
la cual, la plataforma es retirada y el raton explora la tina en busca de ella. A partir de esta prueba se
midieron dos parametros principalmente: 1) la latencia a la zona de la plataforma (tiempo en llegar
por primera vez a la zona donde se encontraba la plataforma) y 2) la frecuencia de visita a la zona
de la plataforma (numero de visitas). Respecto al primer parametro, observamos de forma similar al
entrenamiento, que los ratones inyectados con LPS tardaban mas en llegar a la zona de la plataforma
y que esto se revertia mediante la administracién de MpF10 a 5 mg/kg (Fig. 11A). Por otro lado, para
el segundo parametro medido, se observd una gran disminucién en la frecuencia con la que visitaban
la zona de la plataforma los ratones con dafio inducido en comparacién con los animales control, y que
ésta se recuperaba con la administracion de MpF10 a 5 mg/kg, y como ya se habia observado
anteriormente, con MpHA a 50 mg/kg y el AINEs Indometacina (Indo) a 50 mg/kg (Jiménez-Ferrer,

manuscrito en preparacion) (Fig. 11 B).

De acuerdo con lo anterior, al revisar el patrén de nado de los animales puede observarse que
el de los ratones con dafio es mas erratico, y que los que recibieron el tratamiento con MpF10, MpHA

e Indo presentan un nado mucho mas dirigido (Fig. 12D).
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Fig. 11. Memoria en ratones con neuroinflamacion tratados con derivados de M. parviflora. A). Latencia de
entrada a la zona de la plataforma, B) Numero de entradas a la zona de la plataforma, C) velocidad promedio y D)
trayecto recorrido (de raton representativo) durante la prueba de memoria (LAM) en ratones administrados con
diferentes tratamientos (fracciéon 10 —MpF10-, compuesto aislado —MpDau-; Extracto hidro-alcohdlico —MpHA-;
Indometacina —Indo-) (n=12). ANOVA de una via con post-prueba de Bonferroni (p = 6 < 0.05). Significancia respecto
aLPS.

Finalmente, es importante mencionar que la velocidad de nado de los animales en los diferentes
grupos no mostrd una diferencia significativa (con excepcién del grupo que recibié Indo), lo que indica
que el efecto visto en los parametros ya mencionados no se debe a una mayor actividad motriz (Fig.

11C) y refleja adecuadamente los proceso de aprendizaje y memoria.

7.2.2.- Astrogliosis reactiva en hipocampo

Posterior a la prueba de LAM, la mitad de animales de cada grupo fue perfundido y se obtuvo
el cerebro para determinar el grado de astrogliosis reactiva a través de tinciones de
inmunohistoquimica contra GFAP, en donde se encontré que la administracién de LPS lleva a un
aumento en ésta en comparacién con los controles, y que tal efecto es revertido por la posterior
administracion de MpF10 (5, 10, 20 mg/kg), MpDau (2 mg/kg), MpHA (50 mg/kg) e Indo (50 mg/kg)
(Fig. 12).
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Fig. 12. Astrogliosis reactiva en animales con neuroinflamacién tratados con derivados de M. parviflora.
A) Fotos representativas de inmunotincion contra GFAP en hipocampo de cortes sagitales de cerebro. Barra
de escala = 100 6 10 ym segun lo indicado. B) Cuantificacién semicuantitativa de GFAP, expresado como

porcentaje de area marcada. ANOVA de una via con postprueba Bonferroni (p = 6 < 0.05). Significancia respecto
aLPS.
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8.- DISCUSION.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento cuyo cuadro clinico suele incluir afasia,
problemas visuales, simultanagnosia, ataxia ocular; alteraciones en el comportamiento y varios
sintomas neuropsiquiatricos, como ansiedad, depresion y pérdida de la capacidad de aprendizaje y
memoria (Cummings, 2000; Duthey, 2013); esto lleva a los pacientes que la padecen a tener problemas
al realizar sus actividades diarias, llevandolos a convertirse en personas dependientes de alguien mas
y afectando gravemente su calidad de vida. La EA es el tipo mas comun de demencia, con una
proporcion a nivel global, que va del 50% al 75% del total de demencias (Duthey, 2013); a su vez la
demencia, es un sindrome con una prevalencia e incidencia muy alta, con un estimado de 46.8 millones
de casos a nivel mundial en 2015 (World Alzheimer Report, 2015), lo que convierte a este padecimiento

en asunto prioritario para los sistemas de salud en todo el mundo.

A pesar de lo anterior, hasta el momento no existe ningin medicamento que frene o revierta el
desarrollo de la enfermedad, y su tratamiento se limita a farmacos enfocados en retrasar los sintomas
presentes; ejemplo de esto son los inhibidores de acetil-colinesterasa, los cuales al compensar el déficit
colinérgico caracteristico de la enfermedad, logran temporalmente una mejoria en procesos como el

aprendizaje y la memoria, pero pierden su funcionalidad en etapas tardias.

La etiologia de la EA, no es bien conocida, sin embargo, se sabe que existen factores de riesgo
importantes entre los que destacan aquellos que conllevan un proceso inflamatorio y pro-oxidante,
como son el envejecimiento, traumatismos cerebrales, infecciones sistémicas, obesidad, actividad
fisica reducida, y enfermedades cronicas como diabetes e hipertension (Alzheimer’s association, 2014;
Lim, 2013; Matrone 2015; Dosunmu, 2007). Esto ha llevado a considerar que la inflamacién juega un
papel muy importante durante el proceso de iniciacién de la cascada neurodegenerativa presente en
dicha enfermedad, proponiéndose que el proceso inflamatorio podria originarse inicialmente a nivel
periférico y a través de un dafio en la funcion de la BHE, llegar al SNC, induciendo y/o exacerbando el
desarrollo de la enfermedad. Esto ademas, ha sido apoyado por evidencia experimental en diversas
ocasiones (Lim, 2015; Lykhmus, 2015; Lee, 2008; Sheng, 2003; Weberpals, 2009; Elysse, 2014;

Carnevale, 2012; Freude, 2009; Jiménez-Ferrer, manuscrito en preparacion).

Sumado a esto, existen evidencias epidemioldégicas de que la administracion de anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs) durante periodos prolongados (2-3 afos) en fases tempranas de
la enfermedad, disminuyen la incidencia de ésta en pacientes asintomaticos (Breitner, 2011).
Desafortunadamente, debido a su mecanismo de accién, el consumo crénico de estos farmacos se ha

asociado a efectos no deseados como son gastropatias (Lazzaroni, 2004) y eventos vasculares
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(Kearney, 2006); lo que justifica la busqueda de agentes terapéuticos con propiedades anti-

inflamatorias que potencialmente tuvieran un efecto benéfico al usarse como tratamiento para la EA.

Las plantas han demostrado histéricamente su valor como fuente de moléculas con potencial
terapéutico para diversos padecimientos, gracias principalmente a su amplia diversidad quimicay a la
informacién etnofarmacolégica disponible, que sirve como guia para el descubrimiento de compuestos

biolégicamente activos.

México es un pais que cuenta con una gran variedad floristica que forma parte del acervo
etnomeédico-cultural. Un ejemplo es Malva (M.) parviflora, una planta herbacea de uso extendido por
sus propiedades anti-inflamatorias y analgésicas sin aparentes efectos secundarios (Argueta, 1994);
ademas, existen evidencias experimentales que confirman que posee metabolitos con actividad anti-
inflamatoria y neuroprotectora entre otras (Bouriche, 2011; Shale, 2005; Aslam, 2014; Jiménez-Ferrer,

manuscrito en preparacion).

Por lo anterior, en la primera parte de este trabajo, se realizd la seleccién biodirigida de una
fraccidon de Malva parviflora con propiedades anti-inflamatorias; proceso que se dividié en dos etapas
utilizando en cada una un modelo diferente. Para la primera etapa se indujo una inflamacién aguda
con TPA de forma tépica en las orejas de ratones ICR, donde las fracciones con mayor actividad
resultaron la MpF7 y la MpF10, ademas de un compuesto aislado identificado como Daucosterol.
Posteriormente, como segundo ensayo se utilizd un modelo in-vitro con macréfagos murinos RAW-
Blue, el cual permitié por un lado, confirmar el efecto anti-inflamatorio, y por otro, evaluar diferentes
concentraciones de cada tratamiento en forma rapida, posibilitando el calculo de una posible ventana
terapéutica (para cada tratamiento) en un modelo murino. Como resultado de estos ensayos se
observé que, a diferencia de la MpF10, la MpF7 no mostré actividad a las dosis evaluadas, lo cual
posiblemente se deba a que el o los mecanismos a través del cual ejerce su efecto en el modelo de
edema auricular, no involucre cambios significativos en la actividad de los factores de transcripcion

NFk-B y AP-1, pardmetro medido en el modelo in-vitro utilizado.

Por otro lado, en este mismo modelo in- vitro pudieron observarse comportamientos interesantes
en los porcentajes de inhibiciéon de NFkB y AP-1 alcanzados por los diferentes tratamientos a ciertas
concentraciones; por ejemplo el MpHA, el cual ha demostrado anteriormente poseer actividad anti-
inflamatoria y neuroprotectora en un modelo murino de la EA (Jiménez-Ferrer, manuscrito en
preparacion), alcanzé unicamente un 28.88% de inhibicion a la concentracién de 100 pug/ml, mientras
que el MpD a la misma concentracion logré un 72.79 %; lo cual recapitula el mejor efecto observado

en el modelo de edema auricular. Sumado a esto, observamos que la MpF10 alcanz6 porcentajes
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cercanos al 70 % de inhibicidon a concentraciones (40 ug/mly 80 pug/ml) inferiores a las observadas con
el MpD. Finalmente, para el caso del compuesto aislado (MpDau), el efecto maximo observado fue de
54.59 % a la concentracion de 17.5 ug/ml, lo cual nos permite proponer que la mezcla de compuestos
presente en MpF10 representa un mejor tratamiento como anti-inflamatorio que un compuesto Unico
(MpDau), probablemente debido a que contiene mas de un componente activo, cada uno con diferente

mecanismo de accion, que al sumarse llevan a un mejor efecto global.

Una vez habiendo seleccionado a la MpF10 como la fraccion con mejor efecto anti-inflamatorio;
ésta, junto con el compuesto aislado (MpDau) se evaluaron en un modelo in-vivo de neuroinflamacion.
Para esto, ratones ICR fueron inyectados de forma intraperitoneal (i.p.) con LPS, llevandolos a
desarrollar déficit cognitivo (reflejado en procesos de memoria y aprendizaje alterados) vy
neuroinflamacion (estimado por el nivel de astrogliosis reactiva). Esta estrategia nos permitié mimetizar
padecimientos de origen sistémico que implican un proceso inflamatorio, como son infecciones,
obesidad, actividad fisica reducida, y enfermedades crénicas como diabetes e hipertension, todos
factores de riesgo para el padecimiento de la EA (Alzheimer’s association, 2014; Lim, 2013; Matrone
2015; Dosunmu, 2007). Posterior a las inyecciones con LPS, los ratones recibieron por v.o. los
diferentes tratamientos, incluyendo el compuesto MpDau a 2 ug/kg y tres dosis de MpF10 (5, 10, 20
Mg/kg). Los resultados indican que, aunque todos los tratamientos llevaron a la disminucién de la

astrogliosis reactiva, no todos condujeron a una mejora significativa en la memoria y el aprendizaje.

Para el caso de la memoria, los tratamientos con actividad fueron la MpF10 a 5y 10 ug/kg y el
MpHA a 50 pg/kg; mientras que, para el aprendizaje, el unico que llevd a una mejora en los dos
parametros medidos (latencia a la plataforma y nimero de entradas) fue la MpF10 a 5 pg/kg. Los
resultados para el MpHA concuerdan con lo observado anteriormente en el laboratorio, donde ratones
modelo de la EA fueron tratados a la misma dosis y al realizar la prueba de LAM, se observé que,
aunque los animales si parecian estar aprendiendo, no lograban consolidar esta informacion en su

memoria a largo plazo (Jiménez-Ferrer, manuscrito en preparacion).

Por otro lado, en referencia al efecto de la MpF10 a sus diferentes dosis, pareciera que la de
mejor efecto en la prueba de LAM es la dosis menor (5 ug/kg), no asi, en los niveles de astrogliosis
reactiva donde si bien si disminuye significativamente, tiende a tener un menor efecto que a dosis mas
altas. Lo anterior podria deberse a que la MpF10 representa una mezcla de compuestos, donde cada
uno tendra un efecto especifico dado por cierto mecanismo y una ventana terapéutica, es decir un
rango de concentraciones séricas (maximo y minimo) dentro de las cuales existe una elevada

probabilidad de obtener la respuesta clinica deseada; y aunque las concentraciones relativas de cada
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compuesto dentro de la fraccidén se conservan a cualquiera de las dosis, las concentraciones séricas
de cada componente, podrian permanecer 0 no dentro de su ventana terapéutica, conservando o
perdiendo su efecto especifico, explicando cémo en ciertos parametros medidos se observa un efecto
y en otros no. En este contexto resultaria de gran importancia la identificacion de los compuestos
presentes en MpF10, lo que permitiria la modificacion en las concentraciones relativas de los mismos
en busca de que al administrar una dosis definida, cada uno se encuentre dentro de su rango

terapéutico ideal.

De forma inicial, en este trabajo, ya se ha determinado la identidad de uno de los componentes
de dicha fraccion, el Daucosterol (MpDau), el cual fue evaluado de forma independiente en los mismos
modelos que la MpF10 completa y mostré tener potencial farmacolégico; lo que concuerda con lo
anteriormente reportado para el mismo. El Daucosterol (también conocido como [B-sitosterol B-D-
glucésido) es un fitosterol presente en ciertas plantas, para el cual ya han sido reportados algunos
efectos farmacologicos como son el de analgésico (Villasefor, 2002), anti-inflamatorio (Lee, 2007) y
neuroprotector (Li-hua, 2015) entre varios otros; lo que respalda su actividad observada durante este
proyecto. Sin embargo, a pesar de que se confirmé su actividad biolégica, observamos que, si bien
este compuesto aislado obtuvo una importante inhibicion de NF-kB y AP-1 en los ensayos in-vitro
(maximo observado: 54.59%) a concentraciones bastante bajas (17.5 pg/ml), no logré mostrar un
efecto mayor al observado con la MpF10. Por otro lado, durante la evaluacién in-vivo, MpDau no mostré
de forma significativa efecto alguno mas que en la disminucién de la astrogliosis reactiva, llevandonos
de nuevo a la conclusion de que la MpF10 tiene mas de un compuesto biolégicamente activo, entre
los que se encuentra el Daucosterol y algunos otros, que podrian estar ejerciendo su efecto por vias

diferentes y/o ayudando a la biodisponibilidad del anterior.
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9.- CONCLUSIONES.

La “fraccion 10 de M. parviflora” (MpF10) esta constituida por una mezcla de compuestos, donde
uno o varios de ellos poseen propiedades anti-inflamatorias; esto determinado mediante un modelo de

edema auricular y en macrofagos in-vitro.

La MpF10 tiene actividad anti-inflamatoria y neuroprotectora en un modelo murino de

neuroinflamacion inducido con LPS intraperitoneal, principalmente a la dosis de 5ug/kg.

La MpF10 contiene Daucosterol, un compuesto con efecto anti-inflamatorio y neuroprotector

anteriormente reportado.

El efecto anti-inflamatorio de MpF10 observado en un modelo de edema auricular o en uno de
macrdéfagos in-vitro; asi como el neuroprotector en un modelo murino de neuroinflamacién no es
equivalente al visto con la administracién de Daucosterol a las dosis 0 concentraciones evaluadas, lo

que sugiere que contiene mas compuestos biolégicamente activos.
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10.- PERSPECTIVAS.

Confirmar la recapitulacion del efecto neuroprotector observado anteriormente con la

administracion del MpHA en un modelo de la EA, por la MpF10.
Identificar los compuestos presentes en MpF10.

Proponer y evaluar diferentes concentraciones relativas de los compuestos hallados en MpF10

para determinar la composicién con mejor efecto neuroprotector en un modelo murino de la EA.
Evaluar la toxicidad de los compuestos encontrados en MpF10.

Proponer, mediante el uso de diferentes estrategias, un mecanismo de accién a través del cual

M. parviflora ejerce su efecto.
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