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RESUMEN

Los nutrimentos son factores que tienen una influencia directa sobre el desarrollo
del sistema nervioso. Una dieta enriquecida en alimentos funcionales (AF) durante
la vida, proveera un potencial neuroprotectivo en estructuras cerebrales
vulnerables a la neurodegeneracion. El modelo 3xTg-AD para la enfermedad del
Alzheimer (EA) expresa las 3 proteinas humanas mutadas (PS1M146V, APPsye ¥y
taupspp1) con deterioro progresivo de las funciones cognitivas, asociadas a
cambios en el sustrato neuronal de la formacion hipocampal (FH). Este deterioro
se favorece cuando la dieta es deficiente en AF, por lo que una intervencion
nutrimental con un portafolio dietario (PD) enriquecido con AF, en los periodos
criticos de plasticidad la FH, mejorara el desempefio conductual, a la vez que
retardara la agregacion del péptido B amiloide (BA). La propuesta del presente
trabajo se baso en la intervencion con el PD a la madre durante la gestacion y en
los crios hasta la edad media (12 meses). Se formaron cuatro grupos: uno con PD
y uno con dieta de control, para cada condicion: 3xTg-AD y no transgénicos
(NoTG), en todos se evalué una conducta dependiente de la FH, el laberinto
acuatico de Morris (LAM) en dos edades, 7 meses y 12 meses, y su relacion con
la agregacion de los de BA en el subiculum que forma parte de la FH. Los
resultados no mostraron diferencias significativas para el LAM a los 7 meses, en
los 4 grupos experimentales. Sin embargo, el PD tuvo un efecto en la adquisicion
de la memoria espacial medida por el LAM a los 12 meses, para los dos grupos
intervenidos; estos resultados sugieren un efecto producto de la experiencia previa
realizada a los 7 meses. En apoyo a esta idea, se encontré una disminucién de BA
total, BAs2 y MDA en el subiculum de los animales 3xTg-AD intervenidos con el
PD a lo largo de su vida. El estudio propone que las propiedades de los AF
pueden retardar los eventos asociados a la patologia crénica degenerativa del tipo

Alzheimer.



SUMMARY

Nutrients are factors that have a direct influence on the development of the
nervous system. A diet enriched with functional foods (FF) throughout life, will
provide neuroprotective potential in vulnerable brain  structures to
neurodegeneration. The model (3xTg-AD) for Alzheimer's disease (AD), expresses
the 3 human mutated proteins (PS1M146V, APPse, and taupsgo1), and progressive
impairment of cognitive functions associated with changes in the neuronal
substrate of hippocampal formation (HF) occurs. This deterioration is favored when
the diet is deficient in FF, so a nutritional intervention with a dietary portfolio (DP)
enriched with FF in the critical periods of HF plasticity, will improve the cognitive
performance, and at the same time will delay the generation of 3 Amyloid peptide
(BA). The proposal of the present study was based on the intervention with the DP
to the mother during gestation and to the pups from weaning to the stage of the AD
(12 months). Four experimental groups were formed: one with DP and one with
control diet, for each condition: 3xTg-AD and not transgenic (NoTG) mice; a HF-
dependent behavior was measured in the Morris water maze (MWM). These
evaluations were made at two ages, 7 months and 12 months, and their
relationship to the aggregation of the BA oligomers in the subiculum area that is
part of the HF. The results of the test in the MWM did not show significant
differences in the 7-months stage in the 4 experimental groups. However, DP had
an effect on spatial memory acquisition curves measured by MWM, at 12 months
of age, for the two intervention groups. These results suggest an effect resulting
from previous experience in the early stage. In support of this idea, a decrease of
total BA, BA42 and MDA, in the animals” subiculum of 3xTg-AD intervened with the
DP throughout its life, was found. The study suggests that the epigenetic properties
of FF can delay the events associated with chronic degenerative Alzheimer's

disease.
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I. INTRODUCCION

La dieta en el adulto es un factor esencial que afecta el riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (EA) y la
capacidad potencial de ciertos alimentos y sus compuestos bioactivos para revertir
0 prevenir su progresion. En EA, el dafio en el Sistema Nervioso Central (SNC) se
caracteriza por la neurodegeneracion debido al depdsito extracelular de la proteina
B-amiloide (BA) en placas, y de la proteina tau hiperfosforilada (intracelular) que
forma redes o marafas neurofibrilares (MNF). Se sabe que la neurodegeneracion
se inicia en las cortezas de asociacion y en el sistema limbico, estructuras
vulnerables del SNC que regulan las funciones cognitivas, gracias a los modelos
transgénicos que permiten entender los mecanismos celulares que la producen.
Aunque presentan limitaciones dado que se modelan usando genes que expresan
mutaciones como la proteina ApoE4, que estan presentes en el 15-20% de los
casos de la EA, mientras que el 80% es de tipo esporadico. El modelo del ratén
triple transgénico (3xTg-AD) estd generado a partir de la insercidn de genes
mutados “knock-in” para tres proteinas: presenilina (PS1u146v), proteina precursora
amiloide (APPswe) Yy la proteina tau (taupspot), contiene asi los tres transgenes
humanos en el mismo locus y el depdsito de PBA intra y extra neuronal
dependiendo de la edad y regiones especificas, mostrando a su vez deficiencias
conductuales. Ademas, en las regiones cerebrales (formacion hipocampal,
amigdala y neocorteza) la sobreexpresion de estas 3 proteinas da como resultado
el acumulo simultaneo de las proto fibras de BA hasta la formacién de las placas
amiloides y las MNF, asociado a la presentacién de gliosis reactiva (Oddo,
Caccamo, Shepherd, et al., 2003; Oddo, Caccamo, Kitazawa, Tseng, & LaFerla,
2003). Estas caracteristicas, hacen del 3xTg-AD, la linea genética hasta el
presente con mayor validez experimental (Bilkei-Gorzo, 2014) y cuya relevancia
fisiolégica, radica en poder estudiar y explicar las formas tanto familiares, como las
esporadicas de la EA y su desarrollo. Este genotipo permite también el estudio de
diversas estrategias terapéuticas o preventivas, por el conocimiento del impacto
que los factores medioambientales tienen sobre el metabolismo cerebral y que

derivan en la aparicion de la EA.



Dentro de los factores medioambientales (epigenéticos), existen estudios
sobre los alimentos funcionales (AF), con especial interés en los acidos grasos (w-
3) y polifenoles cuyas propiedades son benéficas para la salud por sus
capacidades anti-oxidantes, anti-inflamatorias y anti-amiloidogénicas, por lo que el
consumo en la dieta reduce el riesgo de padecer enfermedades crénico-
degenerativas como la EA. En el presente trabajo se decididé probar el efecto a
largo plazo de una alimentacion utilizado un portafolio dietario (PD) preparado con
AF: aceite de chia (w-3), texturizado de soya, harina de nopal, y curcuma
(polifenoles) administrado a lo largo de la vida (desde la etapa prenatal, en la edad
adulta de 7 meses hasta la mediana edad de 12 meses), en el modelo 3xTg-AD.
Este estudio anatdomico y conductual, se diseiié para apoyar la hipotesis de la
eficacia neuroprotectora y preventiva del PD, cuyas propiedades biofuncionales
anti-amiloidogénicas, sustenten un cambio favorable retardando el depdsito de los
oligbmeros y el progreso de la formacién de placas BA en la formacion

hipocampal, residente de la memoria de tipo espacial.



. ANTECEDENTES

II.1 Enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA fue descrita por el médico aleman Aloysius Alzheimer, quien estudié las
caracteristicas clinicas y patolégicas de Auguste Deter, de 51 afios de edad, quien
fuera la primera paciente registrada con la EA y reportada con el caso titulado
“Sobre un proceso patolégico peculiar grave de la corteza cerebral” mismo que se
presenté en la XXXVIlI Reunion de Psiquiatras del Suroeste de Alemania el 3 de
noviembre de 1906 y se publicaria al afo siguiente (Cipriani, Dolciotti, Picchi, &
Bonuccelli, 2011). En el cerebro de esta paciente, el Dr. Alzheimer realiz6 un
minucioso estudio histopatolégico post mortem (con las técnicas de Bielschowsky
y Nissl) y junto con el psiquiatra E. Sioli implementaron la investigacién sobre la
patologia del SN (en el asilo para Lunaticos y Epilépticos de Frankfurt). En este
estudio Alzheimer, encontré: “atrofia de la corteza, una patologia extrafia de las
neurofibrillas, fuertes excrecencias de la neuroglia fibrosa, y numerosas células
gliales con forma de varilla, ademas de sedimentos metabdlicos en forma de
placas en toda la corteza cerebral, con signos leves de neovascularizacion”. Las
alteraciones descritas de las neurofibrillas son mucho mas pronunciadas que las
gue pueden encontrarse en pacientes de edad mucho mas avanzada” (Figura 1 a
y b). Cuatro afios después (1911) Alzheimer describié un caso mas en Johan F. de

59 afios, que presentaba similitud con el de Auguste Deter (Jos & Ezquerro, 2007).

El Dr. Emil Kraepelin, uno de los mejores psiquiatras en su tiempo, y colega
del Dr. Alzheimer, fue quien acufié en 1910 el término “Enfermedad de Alzheimer”
en el capitulo “Presenile and Senile Dementia” en la 8ava edicion de su libro
“‘Handbook of Psychiatrie”, haciendo una descripcion tanto clinica como
histopatolégica de esta atrofia cerebral. Las descripciones alli mencionadas siguen
vigentes hasta nuestros dias (Jucker, Beyreuther, Haass, Nitsch, & Christen,
2006).

La EA, pertenece al conjunto de demencias mas frecuentes entre la
poblacién de adultos mayores (>65afos). En 2016 se estimé que la demencia
afecta a mas de 47.5 millones de personas en el mundo, y se predice que la cifra

se triplique hasta 115 millones para el 2050 (Prince et al., 2015).



Figura 1. Izquierda: Aloysius Alzheimer. Derecha: (a) Neurofibrillas del cerebro de A. Deter. (b) Imagenes
dibujadas con camara lucida (Abbe), con placas BA (modificado de Jucker et al., 2006).

El Alzheimer representa el 65%, de los casos de demencia, que inicia a una
edad promedio de 65 afos, por lo que se calcula en mas de 30 millones de
personas con Alzheimer en el Mundo. En México, al aumentar la esperanza de
vida (76 anos) y habiendo mas de 10 millones de adultos mayores de 60 afios
(Wortmann, 2015), se estima que 800,000 personas estan afectadas por la
demencia y su proyeccion es de 3 millones (Sosa et al., 2012). Por lo tanto, la cifra
de la EA (65%) se podria calcular de un poco mas de 500,000 personas.
Actualmente la demencia es la cuarta causa de muerte en paises desarrollados,
por lo que se ha destinado gran interés cientifico-econémico para encontrar una
explicacion etiopatogénica para el diagndstico temprano e implementar los
tratamientos adecuados. Desde 2012, la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud)
declaré a la demencia como prioridad de Salud Publica y en el mismo afio en
México se recomendd implementar los programas y politicas de calidad en la
prevencion y tratamiento del Alzheimer en colaboracion con el Instituto Nacional

de Geriatria y la Federacion Mexicana de Alzheimer.



[I.2. Caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer (EA)

Es una patologia neurodegenerativa de caracter progresivo e irreversible, de
etiologia desconocida, para la que aun no se conoce ningun tratamiento capaz de
curarla o prevenirla. Es la causa de invalidez, dependencia y mortalidad mas
frecuente y la forma mas comun de demencia en los ancianos (Prince et al., 2015).
La prevalencia es dependiente de la edad: un reciente meta-analisis en la
literatura mostré que en los sujetos de edades comprendidas entre los 60 y 64
afios de edad, el 1,3 % fueron diagnosticados con la EA, mientras que en los
sujetos con mas de 90 este valor fue 63,9 % (Prince et al., 2015). Los cambios en
el cerebro que presenta la EA probablemente se desarrollen en un periodo de 20 a
30 afios antes de la aparicion de los sintomas (Braak, Braak, Bohl, & Bratzke,
1998). La mayoria de los casos se presentan de tipo espontaneo por los factores
de riesgo que la propician, los cuales pueden estar ligados al comportamiento
humano desde los habitos en la dieta, el consumo de tabaco, hasta la
contaminacion de tipo ambiental. Asi los estudios epidemioldgicos sugieren que
personas con bajos niveles de educacién, con un historial de trauma cerebral, con
consumo alto de calorias, o un estilo de vida sedentaria, son las que tienen el
mayor riesgo de presentar la EA (Mattson, 2004; Mayeux, 2003; Mayeux & Stern,
2012) y cuyo origen es la disfuncién sinaptica cerebral por neurodegeneraciéon de

tipo irreversible, con la pérdida progresiva de la memoria (Selkoe, 2002).

[1.3 Hipdtesis del desarrollo de la EA (cascada amiloide)

La EA se caracteriza por la acumulacion en el cerebro de depdsitos de pequeinos
péptidos de diferentes tamafios llamados beta amiloide (BA), que son derivados
del fraccionamiento proteolitico secuencial de la proteina precursora amiloide
(APP). En la hipdtesis de la cascada amiloide, se plantea que por una mutacion en
APP, se genera el péptido BA que es responsable de la susceptibilidad heredable
a la enfermedad de Alzheimer. La APP es transmembranal, codificada por un gen
localizado en el cromosoma 21 en los seres humanos. El gen da lugar a tres
isoformas principales por “splicing” alternativo y la isoforma APPggs que se expresa

en las neuronas y se encuentra anclada en el sitio presinaptico de la membrana



plasmatica, es cortada por las enzimas secretasas alfa (a), beta (8) y gama (y),
generando péptidos BA en forma soluble (Figura 2, proceso amiloidogénico)
(Querfurth & LaFerla, 2010). El BA es un péptido que por si solo no produce
ningun dafo, pero a medida que se acumula se auto agrega en oligobmeros de 6 a
8 unidades, de 4 kd de peso y 32 a 42 aminoacidos y puede ocasionar
alteraciones sinapticas y dafio neuronal (Lacor, 2004). En roedores las
concentraciones en el cerebro normal se estima estan en el rango de picomoles
(pM), en humanos las concentraciones de BA4 Y BA42 en liquido cerebroespinal
alrededor de 1,500 pM y 200 pM respectivamente (Giedraitis et al., 2007; Daniela
Puzzo et al., 2008; Schmidt, Nixon, & Mathews, 2005).
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Figura 2. Procesos no amiloidogénico y amiloidogénico. En el no amiloidogénico, la protedlisis de la PPA se
da por la enzima a- secretasa seguida de y- secretasa que producen péptidos no patogénicos. El
amiloidogénico: la protedlisis de la PPA por la enzima B-secretasa (BACE1) en sitio amiloidogénico, seguida
por la y- secretasa dan como producto péptidos BA (modificado de Querfurth y LaFerla, 2010).

Asi, la presencia de BA en el cerebro per sé no es incompatible con el
funcionamiento cognitivo; esta proteina es producida fisioldgicamente en el
cerebro sano durante la actividad neuronal y es necesaria para la plasticidad
sinaptica y la memoria (Puzzo et al., 2011) por lo que se proponen otros factores
asociados a la patologia como el estrés oxidante (EO) y la alteracion de proteina
tau (Jaworski, Kugler, Van Leuven, & Van Leuven, 2010; Puzzo, Gulisano,
Arancio, & Palmeri, 2015). Sin embargo es importante mantener bajos los niveles
de BA para evitar un deterioro en la homeostasis cerebral y por lo tanto la

neurodegeneracion.
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[1.3.1. Hip6tesis de la proteina tau

La proteina tau forma parte del citoesqueleto en los axones, se encuentra
asociada a los microtubulos, es altamente soluble y fundamental para la
estabilizacién del citoesqueleto neuronal (Figura 3). El procesamiento de esta
proteina tau ha sido descrito con eventos de truncacién e hiperfosforilacion los
cuales alteran su estructura, como consecuencia los microtubulos se desarticulan
y la proteina que se agrega da como resultado el ensamblaje de filamentos
helicoidales pareados (FHP) (Luna-Mufioz, Chavez-Macias, Garcia-Sierra, &
Mena, 2007; Mena, Edwards, Harrington, Mukaetova-Ladinska, & Wischik, 1996),
lo que se relaciona con los cambios del citoesqueleto de las neuronas del
hipocampo, sitio de plasticidad neuronal, que regula la memoria y el aprendizaje
(Medina & Avila, 2014). La hiperfosforilaciéon forma FHP que se agregan en las
marafas neurofibrilares (MNF), otra caracteristica de la EA; aunque aun no se
conoce que es lo que desencadena la formacion de MNF, una de las causas
probables es el aumento del EO en las neuronas por la presencia de placas de A
(Binder, Frankfurter, & Rebhun, 1985). Cabe mencionar que la neuroinflamacién
puede jugar un papel critico ya que los productos de inflamacién cambian la
especificidad del sustrato para las enzimas cinasas y fosfatasas llevando a la
fosforilacién de tau en sitios patolégicos (Arnaud, Robakis, & Figueiredo-Pereira,
2007). Esta anormalidad de la proteina tau induce deterioro en la funcion
microtubular, del transporte axonal, disfuncién sinaptica y, finalmente, pérdida

neuronal (Jaworski et al., 2010).
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[1.3.2. Hipo6tesis de larelacion obligada entre BA - tau

Los tratamientos para la enfermedad de Alzheimer se dirigen a los péptidos BA,
que causan la enfermedad, aunque también la proteina tau (asociada a los
microtubulos) esta implicada, pero no se sabe si los tratamientos dirigidos a esta
proteina podrian bloquear el deterioro cognitivo inducido por BA. Robertson et al.,
(2007) reportan que la reduccion de tau endogena previno el déficit de
comportamiento en ratones transgénicos que expresan la APP precursora
amiloide humana, con niveles altos de BA, protegiendo contra la excitotoxicidad y
bloqueando la disfuncién neuronal inducida por BA. Esto puede representar una
estrategia eficaz para tratar la EA y afecciones relacionadas (Roberson et al.,
2007). Este estudio, fortalece la hipotesis de que esta proteina tau es un
contribuyente esencial para inducir las deficiencias cognitivas asociadas a BA. Sin
embargo, no se ha resuelto la naturaleza e identidad exacta de los receptores
asociados a los patrones de senalizacion de BA y tau, aunque se sabe que
involucran a las cinasas como la GSK3 (Muyllaert et al., 2006; Querfurth &
LaFerla, 2010; Terwel et al., 2008) que de manera directa o indirecta contribuyen a
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la fosforilacion de tau. A pesar de ello, la taupatia, por si sola no causa la muerte
neuronal (Paquet, Schmid, & Haass, 2010).

II.4. Desarrollo del modelo triple transgénico para la enfermedad de
Alzheimer (3xTg-AD)
El modelo de raton triple transgénico (3xTg-AD, Figura 4) presenta la sobre

expresion de las 3 proteinas humanas (por los transgenes PS1ui46v, APPswe Y
taupspp1) y recapitula una gran parte de los aspectos de la enfermedad. Este raton,
fue creado por Salvatore Oddo, en el laboratorio de Frank LaFerla, en California, a
partir del mismo hibrido (cepa C57BL/6, no transgénico). Se ha mostrado que la
progresion en la acumulacion de las proteinas BA y tau aumenta de manera
gradual con la edad (Ontiveros-Torres et al., 2016). Este ratdbn mutante exhibe las
placas de BA y las marafas neurofibrilares (MNF) junto con la disfuncion sinaptica,
rasgos similares a los observados en los pacientes con EA (Oddo, Caccamo,
Shepherd, et al., 2003; Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). Segun Oddo et al.
(2003a) este ratén, presenta BA intraneuronal entre los 3 y 4 meses de edad en la
region CA1 del hipocampo y los depdsitos extracelulares son evidentes a los 6
meses en la corteza frontal (capas 4 a 5) y pueden verse con mayor frecuencia a
los 12 meses de edad. Sin embargo, para Mastrangelo y Bowers (2008) la BA
intraneuronal ocurre a los 6 meses y los depdsitos extracelulares estan presentes
hasta los 15 meses de edad en el CA1, en la misma cepa de este ratdon
transgénico (3xTg-AD), sugiriendo que las discrepancias pueden ser debidas al

tipo de anticuerpos utilizados.

En la figura 4, se muestran las alteraciones conformacionales de esta
proteina tau hiperfosforilada con multiples residuos en el transcurso de la edad en
el raton 3xTg-AD, que ocurren de manera paralela a la disfuncion e impedimentos
de plasticidad sinaptica en el CA1, incluyendo deficiencias en la potenciacion a
largo plazo (LTP), descritas por Oddo a los seis meses y Mastrangelo y Bowers a
los nueve meses (Mastrangelo & Bowers, 2008; Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al.,
2003); con referencia a los sitios amino y carboxilo de la proteina Tau, se ha
reportado en el 3xTg-AD, la TauP301L (Ontiveros-Torres et al., 2016).
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Figura 4. Ratén ftriple transgénico para EA (3xTg-AD). A la derecha una imagen del hipocampo
dorsal con los campos; CA1, CA2, CA3 y Subiculum. La fluorescencia azul (Dapi) indica los somas
neuronales, en verde, las placas beta amiloides y en rosa la proteina tau hiperfosforilada en las
dendritas (modificada de Ontiveros-Torres et al., 2016).

El fenotipo conductual de estos ratones 3xTg-AD presenta similitudes con
las observadas en los pacientes, como son las deficiencias cognitivas (Billings,
Oddo, Green, McGaugh, & LaFerla, 2005; Guzman-Ramos et al., 2012; Oddo,
Caccamo, Smith, Green, & LaFerla, 2006), la pérdida de la memoria episddica
(Davis, Eacott, Easton, & Gigg, 2013), los cambios circadianos y la ansiedad y
agitacion (Sterniczuk, Antle, LaFerla, & Dyck, 2010a; Sterniczuk, Dyck, LaFerla, &
Antle, 2010). También presenta deficiencias en el aprendizaje y la memoria
espacial asi como alteraciones emocionales a la edad de 4 meses (Canete,
Blazquez, Tobefia, Giménez-Llort, & Fernandez-Teruel, 2015). Se ha observado
que las estrategias terapéuticas en enfermos de Alzheimer con eficacia conocida,
también se encuentran en este modelo (Billings, Green, McGaugh, & LaFerla,
2007)
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[I.5 Estrés oxidante (EO) e inflamacion, un comun denominador en la EA

Se ha descrito que el estrés oxidante (EO) es un factor comun en algunas
enfermedades neurodegenerativas asociadas con el envejecimiento, incluyendo la
EA. Existen evidencias de los efectos negativos del EO sobre la funcién cerebral, y
los mecanismos neuronales que se afectan son relevantes, por el deterioro
cognitivo que como consecuencia se produce en la EA. La homeostasis redox se
mantiene en el cerebro debido al equilibrio entre los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ERO) pro-oxidantes y antioxidantes, el desequilibrio puede ser debido
a habitos como el tabaquismo, una alimentacion deficiente en antioxidantes junto
con la influencia epigenética que conduciria a la EA (Fig. 5) (Simpson, Pase, &
Stough, 2015). Modelos animales y estudios en humanos han demostrado que
una dieta deficiente en vitaminas y minerales, esta asociada a un incremento en el
EO mismo que esta implicado en la patogénesis de la EA (Varadarajan, Yatin,
Aksenova, & Butterfield, 2000).

La hipotesis del EO como causante de la EA (Pratico, 2008) se basa en
estudios post-mortem de pacientes, que muestran un aumento en la peroxidacion
de lipidos (Butterfield & Lauderback, 2002), el AB induce EO y neurotoxicidad
(Butterfield & Boyd-Kimball, 2004; Butterfield, Drake, Pocernich, & Castegna,
2001); también en el hecho de que en modelos animales para la EA (como el
3xTg-AD) se observa un aumento del EO y dafno en los sistemas antioxidantes en
el cerebro (Resende et al.,, 2008) que es sensible al dafio por radicales libres
debido a su alto indice metabdlico, alta concentracion de acidos grasos
insaturados, acciones citotoxicas por glutamato y sistemas antioxidantes bajos con
una menor actividad de glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) en
comparacion con otros organos (Bhattacharya, Bhattacharya, Kumar, & Ghosal,
2000).
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Figura 5.- Mecanismos del estrés oxidante (EO). La GSH (glutation) y las vitaminas son
antioxidantes no enzimaticos que asisten en la defensa antioxidante contra el EO para inhibir o
reparar el dafo a las células. Las enzimas acaparadoras GPx (glutation peroxidasa), SOD
(superoxido dismutasa), y CAT (catalasa) trabajan para prevenir el dafio oxidativo detoxificando las
especies reactivas (ER) ambientales asi como los generados por las células como H,0, (peroxido
de hidrogeno), OH (radical hidroxilo), O, =~ (anidon superéxido) y ONO, - (peroxinitrito) son
prooxidantes que en abundancia pueden derivar en un desbalance de la homeostasis redox
causando EO que tiene efectos perjudiciales en las membranas lipidicas, proteinas, y DNA
(Modificado de Simpson et al.,., 2015).

[1.6 Nutricion y EA

En el adulto, la dieta es un factor esencial que afecta el riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas (cardiovasculares, diabetes mellitus, obesidad y
Alzheimer). La capacidad potencial de ciertos alimentos y sus compuestos
bioactivos (como polifenoles) para revertir o prevenir la progresion de los procesos
patogénicos que subyacen a estas enfermedades ha sido de especial relevancia
en la investigacién actual. Los alimentos funcionales por sus moléculas bioactivas
son un campo emergente en la ciencia de la nutricion para encontrar alternativas
terapéuticas por sus caracteristicas neuroprotectoras ante el EO vy la

neuroinflamaciéon, ambos presentes en la EA y en otras patologias
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neurodegenerativas (Albarracin, Stab, & et al, 2013; Patrizia Mecocci & Polidori,
2012). Se ha probado la eficacia de productos antioxidantes en varias etapas de la
patologia, algunos suplementados al comienzo del deterioro cognitivo leve, como
es la Vitamina E, resveratrol, acido lipoico, ubiquionona, idebenona, melatonina,
quercetina, y curcuma que han tenido poca eficacia en la funcidén cognitiva (Alles
et al., 2012). Aunque existe una busqueda de las moléculas bioactivas que puedan
reducir la formacion de las placas amiloides (anti-amiloidogénicas), cuya accién
farmacocinética se basa en la actividad de las enzimas de corte de la BA como
son la y-secretasa y la BACE. Asi, se identificé a la dihidroergocristina (DHEC), un
componente aprobado por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos)
por ser un inhibidor directo de la y-secretasa y cuyas concentraciones
micromolares reducen los niveles de BA en diferentes tipos celulares, incluyendo

una linea celular derivada de un paciente con EA (Lei et al., 2015).

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son compuestos de la dieta que
tienen beneficios para la salud. El acido docosahexaenoico (DHA) conocido como
omega-3 (w-3) que se puede encontrar en el cerebro, en las membranas celulares
por lo que es necesario para su desarrollo y funcion. Su deficiencia se relaciona a
la aparicion de enfermedades neuroldgicas, por lo que los suplementos de acidos
grasos como DHA dietéticos se han sugerido para mejorar el desarrollo neuronal y
mejorar las funciones cognitivas. Aunque falta estudiar a profundidad el
mecanismo de accion cerebral, algunos hallazgos sugieren que el DHA deba ser
esterificado dentro de lisofosfolipido en lugar de en su forma no esterificada. Dado
que el DHA es mal sintetizado de novo, la orientacién del cerebro con vehiculos
especificos de DHA podria proporcionar nuevos enfoques terapéuticos para
enfermedades neurodegenerativas (Bazan, Calandria, & Gordon, 2013; Cole, Ma,
& Frautschy, 2009; Gharami, Das, & Das, 2015) y omega-3 (w-3) (Cole et al.,
2005), asi como el consumo de pescado (rico en DHA) y adherencia a la dieta
mediterranea (Scarmeas et al., 2006, 2009) para disminuir el riesgo de desarrollar
EA (Alles et al., 2012).

Cada vez es mayor el interés por el estudio de los alimentos funcionales

(AF), para mantener la salud del cerebro a través de la alimentacion. Desde 1989,
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el Dr. DeFelice, ha utilizado el término nutracéuticos (nutricion y farmacéutico),
correspondientes a los productos naturales en los que los principios activos han
sido identificados para describir sus acciones definidas con el cerebro sano y con
las patologias incapacitantes (Kalra, 2003). Por lo que su accion adquirié
relevancia, no solo para el mantenimiento de las funciones cerebrales sino en la
prevencion de neuropatologias. Sin embargo, es necesario la combinacién de
varios micronutrientes (nutracéuticos) y/o AF, en forma natural o procesados, que
proporcionen ademas de un valor nutricio, otros compuestos bioactivos que den
beneficios adicionales a la salud humana (Kalra, 2003; Riezzo, Chiloiro, & Russo,
2005). Aunque los compuestos neuroprotectores derivados de fuentes naturales
son alternativas terapéuticas atractivas en el tratamiento de la EA, sin embargo la
baja biodisponibilidad y la baja eficacia clinica son los principales problemas. Por
lo que se requiere el uso de nuevas tecnologias farmacéuticas y quimica medicinal
para preparar nuevas formulaciones o disefiar nuevos compuestos basados en los
obtenidos de plantas. Sin embargo, existen estudios recientes acerca del uso de
grupos selectos de nutracéuticos con acciones anti inflamatorias y
neuroprotectoras (por ejemplo, curcumina, el DHA, el acido a-lipoico, EGCG,
huperzina, quitosan, resveratrol, quercetina, kaemperol, etc.) que son solo
eficientes al inicio de la enfermedad del Alzheimer (Spencer, Vafeiadou, Williams,
& Vauzour, 2012; Williams, Mohanakumar, & Beart, 2015, 2016, Wiliams &
Spencer, 2012a, 2012b).

11.6.1 Estrategia dietaria para el tratamiento de la EA

La suplementacion dietética de flavonoides ha demostrado varias acciones
neuroprotectoras en el cerebro, incluyendo la prevencion de la toxicidad contra
diversas neurotoxinas, la disminucién de la neuroinflamacion y el EO, la capacidad
de mejorar la memoria y la funcion cognitiva. Estos efectos beneficiosos sobre la
funcién cerebral son modulados por mecanismos que implican la interaccién con el
proceso clave de sefalizacidn neuronal que conduce a la expresion de genes de
supervivencia neuronal y diferenciacion, y también la supresion de genes

responsables de la neurodegeneracion (Solanski et al., 2015).
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En la EA, los factores ambientales son importantes para la forma
esporadica de la EA. Las dietas ricas en acidos grasos saturados y el alcohol, pero
deficientes en antioxidantes y vitaminas promueven la aparicion de la enfermedad.
Por el contrario, las dietas ricas en antioxidantes, vitaminas B6, B12 y acido fdélico,
acidos grasos insaturados, y pescado previenen su apariciéon (Emmerzaal, Kiliaan,
& Gustafson, 2015).

Durante la ultima década, varias investigaciones han mostrado trastornos
metabdlicos (obesidad y el sindrome metabdlico) como factores de riesgo para el
desarrollo de las demencias e incluso la EA. La obesidad esta relacionada con
enfermedades vasculares, y cada vez hay mas pruebas que relacionan los
factores de riesgo vascular a la demencia y a la EA (Kivipelto et al., 2005). Los
mecanismos celulares implicados en la EA, que estan asociados a las alteraciones
metabdlicas, son cada vez mas comprensibles. Por lo tanto, el impacto de la mala
nutricion (sobrepeso, obesidad) facilita el desarrollo de la EA y la importancia de
una adecuada nutricion como una estrategia preventiva para reducir la incidencia
de las demencias es clara (Orta-Salazar, Vargas-Rodriguez, Castro-Chavira,
Feria-Velasco, & Diaz-Cintra, 2016; Sindi, Mangialasche, & Kivipelto, 2015).

Asi las dietas disefiadas con funciones antioxidantes, potenciadores
metabdlicos, moduladores inmunes y agentes modificadores de la progresion de
una enfermedad requieren ser valoradas para intervenirse desde etapas iniciales;
como es el uso de un portafolio dietario (PD) disefiado con una combinacion de AF
de facil consumo (nopal, semilla de chia y avena) que ha logrado una mejora en
los parametros bioquimicos en pacientes con sindrome metabdlico (Guevara-Cruz
et al., 2012), y con otros alimentos (maiz, frijol, jitomate, nopal, chia y semilla de
calabaza) ha disminuido el EO y el deterioro cognitivo en un modelo de obesidad
(Avila-Nava et al.,, 2016) ya que todos estos padecimientos se han visto

relacionados con la incidencia de demencia.
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[I.7. Componentes del Portafolio Dietario (PD)

[1.7.1 Opuntia ficus-indica (nopal)

El nopal es una planta cactacea originaria de México, se cultiva en las zonas mas
secas y aridas de México y otros paises de Latinoamérica, la pulpa del nopal se
consume como alimento en varios paises al igual que su fruto (tuna). Existen
diferentes tipos de nopaleras, el fruto de las mas grandes se consume cuando
esta verde y el de las mas pequefias cuando esta rojo. Las antiguas civilizaciones
de Mesoamérica consumian el nopal desde el siglo Xl a.C. no sélo como
alimento, sino también como medicamento debido al gran numero de propiedades

curativas. (Nazareno, 2013)

La composicién bioactiva del nopal: agua (80-95%), bajas cantidades de
carbohidratos (3-7%), fibra (1-2%), proteina (0.5-1%) y acidos grasos (1%) (Zhao,
Yang, Yang, Jiang, & Zhang, 2007). Representa una fuente importante de
fotoquimicos algunos compuestos fendlicos, como el acido ferulico, feruloyl-

sucrosa y sinapoyl-diglucosida (Figura 7A 'y Tabla 1).
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Figura 6. A. Tallo de Opuntia ficus (nopal), flor y frutos (tunas); B, planta y D, semillas de Salvia
hispanica (Chia); C, raiz y polvo de Curcuma longa, E, Glycine max (soja) (A, Modificado de
Osuna-Martinez et al. 2014)

Los acidos grasos como el estearico, vacceinico, palmitico (C16:0), oléico
(C18:1), linoléico (C18:2), linolénico (C18:3) que contribuyen con el 13.87, 11.16,
34.87 y 32.83%, respectivamente (Ramadan & Morsel, 2003), estos cuatro
representan mas del 90% del total de acidos grasos comparado con otros (Tabla
2) y que a la vez contiene flavonoides como epicatequinas quercetina,
isorhamentina y derivados los cuales han mostrado funciones neuroprotectoras
(propiedades antioxidantes, quelantes de Fe y antiinflamatorias; reduce a AB, y
promueve el procesamiento no amiloidogenico.), también posee dos tipos de
betalainas (betaxanthinas y betacianinas) las cuales les confieren color a sus
frutos, asi como vitaminas (C, B1, B2, B3) (Figura 7 y Tabla 3) y minerales potasio
y calcio en un rango de 2.35 a 55.20 mg/100g, respectivamente (Tabla 4) y una
gran variedad de aminoacidos (Tabla 5) (Chougui et al., 2013; Dok-Go et al., 2003;
Galati et al., 2003a; Galati et al., 2003; Ginestra et al., 2009; Kuti, 2004; Osorio-
Esquivel, Ortiz-Moreno, Alvarez, Dorantes-Alvarez, & Giusti, 2011; Osuna-
martinez, Reyes-esparza, & Rodriguez-fragoso, 2014; Schaffer, Schmitt-Schillig,
Mdaller, & Eckert, 2005; Stintzing & Carle, 2005; Tesoriere, Butera, Pintaudi,
Allegra, & Livrea, 2004; Zou et al., 2005).
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Tabla 1. Distribucion y contenido de fenoles y flavonoides en Opuntia ficus-indica
(modificado de El-Mostafa et al., 2014).

Tejido de la Principal Componente Contenido

planta Identificado en mg/100g
Acido Galico 0.64-2.37
Coumarina 14.08-16.18
3,4-dihidroxibenzoico 0.5-4.72
Acido Ferulico 0.56-34.77

Acido Salicilico 0.58-3.54
Isoquercetina 2.29-39.67
Isorhamentina-3-O-glucosida 4.59-32.21
Nicotiflorin 2.89-146.5
Rutina 2.36-26.17
Narcisina 14.69-137.1

Tabla 2. Comparacion de la composicion de acidos grasos en la penca de O. ficus-indica
con otros aceites comestibles. Las composiciones estan expresadas en g/100g (Modificado de

El-Mostafa et al., 2014).

C12.0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0 C22:1 C24.0

Penca 133 196 1387 024 333 1116 34.87 3323 |- - - -
Aceite

deoliva - 115 09 1.4 619 3.8 1.1 023 - - - -
Aceite
semilla

deuva - 0.06 83 0.1 3 12 676 0.3 0.2 0.1 0.02 0.0
Aceite

de Soya - - 6 0.4 22 261 501 145 - - - -

Estos compuestos le confieren actividad amortiguadora de radicales libres y

ERO, antiinflamatoria, hipoglicémica, hipolipidémica, hipocolesterolémica vy

antiapoptotica por su habilidad de reducir dafio al DNA (Bensadon, Hervert-

Hernandez, Sayago-Ayerdi, & Gonii, 2010; Brahmi et al., 2012; Formisano et al.,
2010; Laughton, Evans, Moroney, Hoult, & Halliwell, 1991; Yen, Duh, & Tsai, 2002;

Zito et al., 2013).
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Tabla 3.- Distribucién y contenido de Vitaminas en la penca de O ficus-indica. (Modificado de
El-Mostafa K, et al. 2014).

Contenido en
Vitamina mg/100g

C 7-22

Tejido

Penca

B1 0.14
B2 0.60
B3 0.46

El consumo de nopal a largo plazo disminuye las ERO, lipoperoxidacién y la
esteatosis hepatica (Moran-Ramos et al., 2012). Estos elementos pudieran ser
eficientes para disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades relacionadas con el
EO y las neurodegenerativas (Matias et al., 2014; Matias, Buosi, & Gomes, 2016).
Las pencas de nopal son ricas en nicotiflorin que a través de mecanismos
neuroprotectores y anti-inflamatorios se ha mostrado que protege contra muerte
celular por EO, estrés por hipoxia o inducido por glutamato en neuronas
ganglionares (Oh & Lim, 2006). En el modelo murino de demencia por infarto
multiple nicotiflorin preserva el desempefo en la memoria espacial en el laberinto
acuatico de Morris, aparte de tener un efecto benéfico en la memoria protege
contra EO, esta asociado con la atenuacion de los incrementos en acido lactico y
malondialdehido (MDA) indicador de dafio oxidativo (Huang et al., 2007).

Tabla 4.- Distribucién y contenido de minerales en la penca de O ficus-indica. (Modificado de
El-Mostafa K, et al. 2014).

Componente Contenido en
Identificado mg/100g
Calcio 5.64-17.95
Oxalato de Calcio 11.5a4.3
Magnesio 8.8
Sodio 0.3-0.4

Potasio 2.35-55.20
Hierro 0.09
Fosforo 0.15-2.59
Zinc 0.08
Cobre -
Manganeso 0.19-0.29
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Tabla 5.- Distribucién contenido de aminoacidos en la penca de Opuntia ficus-indica
(Modificado de El-Mostafa, et al. 2014).

Aminoacido Seliifznlicle
g/100g
Alanina 1.25
Arginina 5.01
Aspargina 3.13
Acido aspartico |4.38
Acido glutémico |5.43
Glutamina 36.12
Cisteina 1.04
Histidina 4.18
Penca Isoleucina 3.97
Leucina 2.7
Lisina 5.22
Metionina 2.92
Fenilalanina 3.55
Serina 6.68
Treonina 4.18
Tirosina 1.46
Triptofano 1.04
Valina 7.72

[1.7.2 Salvia hispanica (Chia)

Principal alimento de las civilizaciones de América Central (Aztecas y Mayas), su
uso y cultivo, se remonta a 3.500 afios a.C. En dialecto "nahuatl", la palabra
"chiactic" significa aceitoso o grasoso. Los Aztecas usaban la Chia en distintos
preparados nutricionales y medicinales. La composicion quimica de la Chia y su
valor nutricional, le confiere un gran potencial para la alimentacién (Figura 7B).
Estas semillas ofrecen ahora al mundo una nueva oportunidad para mejorar la
nutricion humana, siendo una fuente natural de acidos grasos (alfa-®-3 y alfa-»-6
en un rango 18:2), antioxidantes, vitaminas, proteinas, minerales y fibra dietética
(Chicco, D’Alessandro, Hein, Oliva, & Lombardo, 2009; Rossi, Oliva, Ferreira,
Chicco, & Lombardo, 2013). Contiene compuestos fendlicos, flavonoides y posee

actividad anti-inflamatoria (Jeong, Park, Park, & Kim, 2010).



Tabla 6.- Contenido de acidos fenélicos e isoflavonas en la chia (Salvia hispanica L).
(Modificado de Martinez-Cruz & Paredes-Lopez. 2013).

Acido galico 0.0115
Acido cafeico 0.0274
Acido Clorogenico ND
Acido Ferulico T
Ester etil protocatecuico 0.7471
Acido rosmarinico 0.9267
Diadzina 0.0066
Glicitina 0.0014
Genistina 0.0034
Gliciteina 0.0005
Genisteina 0.0051

[1.7.3. Curcuma longa (cUircuma)

La Curcuma longa se ha utilizado en los paises asiaticos por sus efectos en la
salud y en los alimentos como el curri (Figura 7C). Su carga en nanoparticulas de
lactoferrina proporciona aumento de 3-4 veces la viabilidad, la reducciéon de a-
sinucleina y anti-amiloidogénica al evitar la agregacién de la proteina BA (Yang et
al., 2005). Tiene efectos benéficos en diversos modelos animales de la EA, al
evitar la generacion a través de la actividad de la enzima BACE (Lin et al., 2008;
Shimmyo, Kihara, Akaike, Niidome, & Sugimoto, 2008) y agregacion de las
especies BA (Yang et al., 2005), disminuyendo la inflamacién y el EO (Lim et al.,
2001). Se ha identificado como potentes inductores de la Hemo oxigenasa-1 (HO-
1) una proteina inducible sensible a la 6xido reduccién que provee proteccion
contra varias formas de estrés, a través de estimular a Nrf2 y favorecer la
expresion y activacién de la HO-1 (Balogun et al., 2003). Sin embargo, en estudios
clinicos la Curcuma longa no ha logrado mostrar beneficios a nivel cognoscitivo en
pacientes con EA debido a su baja biodisponibilidad (Hamaguchi, Ono, & Yamada,
2010; Mecocci, Tinarelli, Schulz, & Polidori, 2014), por lo que se han desarrollado
alternativas para comprobar los efectos benéficos de este compuesto como se

muestra en el trabajo de Hoppe et al. (2013) en el que utilizan un modelo de
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deterioro cognitivo en ratas inducido por infusion intracerebroventricular de BA42 en
el que observan que la administracién de curcumina nanoencapsulada es efectiva
para prevenir los deterioros conductuales, neuroinflamacion, hiperfosforilacion de
tau asi como las disrupciones causadas por BA en las vias de sefializacion celular
in vivo a través de Akt/GSK-3[3 (Hoppe et al., 2013)

[1.7.4 Glycine max (soja 0 soya)

La soja o soya es una especie de la familia de las leguminosas (Fabaceae),
cultivada por sus semillas (Figura 7D). El grano de soja y sus subproductos (aceite
y harina de soja) se utilizan en la alimentacion humana y del ganado por su alto
contenido en proteina. Se comercializa en todo el mundo debido a sus multiples
usos, como proteina de origen vegetal, grasas poliinsaturadas, fibra, vitaminas y
minerales; 25 gramos por dia de proteina de soya pueden reducir los niveles de
colesterol, y por tanto, los problemas cardiacos. Los alimentos a base de soya son
recomendados para pacientes obesos y diabéticos, debido a que presentan un
bajo indice glicémico. Ayuda en los trastornos de la menopausia y menstruales por
presentar isoflavonas, un tipo de fitoestrégenos. Las isoflavonas (genisteina vy
daidzeina) poseen importante actividad anti-apoptética (Adams et al., 2012) y

efectos neuroprotectores en modelos de envejecimiento (Lee et al., 2004).

Por otra parte, en el modelo de ratén 3xTg-AD que presenta alteraciones en
el metabolismo y en la plasticidad sinaptica, se han probado diversas
intervenciones de alimentos funcionales, asi como del DHA que reduce la
acumulacién intraneuronal de BA y tau (Green et al., 2007). El uso de Garcinia
mangostana (Huang, Chen, Hsieh, & Hsieh-Li, 2014), compuestos polifenoles, y
del grupo de los flavonoides, por ejemplo Quercetina (Sabogal-Guaqueta et al.,
2015), Nobiletina (Onozuka et al., 2008), y Curcumina (Ma et al., 2009), los cuales
han mostrado un efecto positivo en el desempefo de las tareas de memoria y en

el decremento de los marcadores neuropatolégicos de la EA.
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I1l. JUSTIFICACION

La EA es compleja, multifactorial y progresiva que altera la memoria y hasta hoy,
los tratamientos disponibles no pueden modificar su progresién. Por el contrario,
los suplementos nutricionales ofrecen una fuente mas amplia para modificar esta
progresion y, por ende, disminuir el riesgo de demencia y EA. La intervencion
nutrimental combinada de estos suplementos, puede tener un impacto mayor para
detener o retrasar la EA. Se esperaria que el uso de un portafolio dietario (PD) de
caracteristicas similares al reportado por el grupo de Tovar y Torres-Torres (2012),
compuesto de nopal, semilla de chia, soya y curcuma, y cuya administracion
desde la gestacién (en hembras 3xTg-AD) de las crias y hasta los 12 meses de
edad, podra disminuir la agregacién y produccion de BA, y el estrés oxidativo
principalmente en el subiculum (area de la FH) que regula la memoria de

referencia espacial, en este modelo.

IV. HIPOTESIS

e El consumo crénico de un portafolio dietario (PD) disefiado a base de nopal,
semilla de chia, texturizado de soya y curcuma producira un retraso en la
aparicion y/o agregacion de la proteina BA y el estrés oxidativo en el

subiculum, modificando la memoria de tipo espacial de ratones 3xTg-AD.

V. OBJETIVOS

e Evaluar la respuesta cognitiva de los grupos 3xTg-AD a los 7 meses de
edad con y sin PD en la memoria especial en el LAM.

e Evaluar la respuesta cognitiva de los grupos 3xTg-AD a los 12 meses de
edad con y sin PD en el LAM.

e Cuantificar en el modelo 3xTg-AD a los 12 meses de edad el posible efecto
neuroprotector del PD para disminuir los factores asociados al estrés

oxidativo, y la agregacion y produccion de BA en el subiculum.
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V. 1. Objetivos especificos

V.1.1. Comparar entre los 4 grupos (3xTg-AD y NoTG, con o sin el PD).

V.1.1.1. El desempeiio cognitivo en el LAM, en las edades de 7 y 12 meses.
V.1.1.2. Evaluar inmunohistoquimicamente en el subiculum, el posible efecto
antiamilodogénico del PD, por la presencia intracelular de los oligdbmeros BA
(OC) y extracelular de las placas de BA (BAM10, ABETA42).

V.1.1.3. Evaluar inmunohistoquimicamente en el subiculum, el posible efecto del

PD en el estrés oxidativo medido por la presencia de malondialdehido (MDA).
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VI. METODOS

VI.1 Dieta

Los requerimientos nutritivos para las dietas de animales de laboratorio han sido
estandarizados por el American Institute of Nutrition (AIN93) garantizando una
alimentacién adecuada incluyendo proteinas, carbohidratos, fibras, minerales y
vitaminas (Reeves, 1993). En el presente proyecto se seguiran las normas

indicadas por el AIN93 para la preparacion de las dietas alimenticias.

Tabla 7.- Disefio de portafolio dietario (PD)

AIN 93G Cantidad Portafolio Dietario Cantidad

Caseina 200g//kg Proteina de soya 194 41/kg

Aceite de soya | 70mixkg Aceite de semilla de | 90mikg
Chia

Celulosa 50gr/kg Nopal 50grikg

- - Raiz de Cdrcuma longa | 1geg

Se muestran los ingredientes sustituidos en la dieta isocaldrica y las cantidades respectivas; el
resto de los requerimientos permanecieron iguales.

VI.2 Sujetos

Se utilizaron ratones sexualmente maduros de la cepa 3xTg-AD (TG) generados a
partir de un fondo hibrido C57BL6/129, y ratones no transgénicos (NoTG) criados
en condiciones Optimas de bioterio. Se alojaron en cajas con libre acceso a dieta
(AIN93 o PD) y agua, con un ciclo de luz-oscuridad de 12hrs, iniciandose a las
8:00 hrs, con una temperatura controlada de 22-24°C, siguiendo las normas
internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio establecidas por
el Consejo de Investigacion Nacional de las Academias Nacionales de los Estados
Unidos de América (NRC, por sus siglas en inglés) (NRC, 2011) y del Comité de
Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM (INB-UNAM). Todos los
ratones fueron reproducidos y mantenidos en el bioterio del INB-UNAM en cajas

de policarbonato (12 x 12 x 25 cm) y alimentados con la dieta AIN93 o PD
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durante un mes previo al apareamiento. Confirmada la prefiez (observando el

tapdn vaginal) en 10 madres de cada grupo, se mantuvieron bajo la misma dieta

hasta el parto y la lactancia. Las crias se dejaron con la madre durante 30 dias

posnatales; o al destete los ratones se separaron por sexo y estuvieron

alimentados con la misma dieta que consumia la madre hasta la edad de 12

meses, edad considerada como referente a la mediana edad en humanos adultos

(Figura 7).
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Figura 7. Equivalencias de edad entre humano y ratén. Rangos de edad representativos para estadios de la
vida madura en ratones, comparacion con los humanos. (Modificado de Flurkey, Currer,y Harrison. 2007)
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VI.3 Distribucién de los grupos experimentales (condicién, dieta 'y edad)

Con el fin de obtener a los sujetos para los grupos experimentales y controles, se
generaron Unidades Reproductivas(UR), que consistieron de 2 hembras y 1
macho alimentadas con la dietaAIN93 y 3 UR con el PD para el grupo 3xTg-AD o
TG y en caso del grupo NoTG fueron 2 UR por cada dieta (AIN93, PD). Se evalud
el peso y la cantidad de dieta ingerida de ambos grupos experimentales (TG y
NoTG)

VI.3.1 Grupos experimentales:
e Ratones machos 3xTgAD y NoTG con portafolio dietario (TGPD) NoTG-PD)
n = 4-6 por grupo, respectivamente.
e Ratones machos 3xTgAD y NoTG con dieta control AIN93 (TG-AIN93 y
NoTG-AIN93). n = 4-6 por grupo, respectivamente.

VI. 4. Pruebas conductuales:

VI. 4.1 Laberinto acuético de Morris (LAM)

Cuando los machos cumplieron los 7 meses y 12 meses de edad se midié su
desempenfio conductual en la prueba del LAM Se utilizé un tanque circular blanco
(diametro 1 m y 40 cm de altura) elevado a 80 cm de distancia del suelo, con agua
a una temperatura entre 21 y 23°C y pintura tipo tempera blanca para resaltar el
color de los animales. Una plataforma (8 cm?y 15 cm de altura) se sumergio
debajo de la superficie del agua (1.5 cm) en un cuadrante (Figura 10). El método y
parametros a evaluar para esta prueba se basaron en los protocolos de Blurton-
Jones et al., (2009); Billings et al., (2005) y Vorhees y Williams (2006).

Durante los dias de entrenamiento cada raton se coloco en el agua desde
uno de cuatro puntos de salida al azar y se permiti6 que encontrara la plataforma.
De no hacerlo en los 60 segundos siguientes, se le dirigid y colocd sobre la
plataforma, permaneciendo en ésta por 20 segundos, después de lo cual regreso
a su caja. La prueba consistio de 4 ensayos por sesion, cada 24 horas en un
periodo de 4 dias continuos, donde se registré la latencia de escape en cada uno

de los ensayos. Continuando con la prueba de retencion 24 horas después. Se
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registro la latencia inicial para cruzar el sitio de la plataforma y, numero de cruces
en el mismo sitio, porcentajes de tiempo de permanencia y distancias recorridas
en el cuadrante opuesto al que contenia la plataforma durante el entrenamiento
(“Opposite Target Zone”) y en el cuadrante donde se encontraba esta (“Target
Zone”), asi como la distancia promedio del sitio de la plataforma mediante el
programa Smart Video Tracking 2.5 (Panlab) con el cual se definieron las medidas

para el registro.

Figura 8. Plano del tanque utilizado en el LAM. Se representan los cuatro cuadrantes (limitados por las
lineas azul y roja) y los puntos de inicio de las pruebas (marcados por los niumeros). Asimismo, se simboliza la
ubicacion de la plataforma sumergida (linea de guiones) y se ejemplifican la forma y colores de las claves
extra-laberinto (Tomado de Mancilla-Pérez 2017, tesis de Maestria).

VI.5. Técnicas Histoldgicas

VI.5.1 Preparacion de tejido

Al término de las pruebas de LAM los ratones de los cuatro grupos TG y NoTG
con AIN93 y PD, respectivamente, se anestesiaron con la administracién de una
dosis letal de pentobarbital sédico y se fijo el tejido por el método de perfusion con
una solucion de paraformaldehido al 4% (PFA 4%) en solucion salina amortiguada
por fosfatos al 0.1 M (PBS 0.1 M) con un pH de 7.4. Los cerebros fueron
disectados y sus hemisferios separados de manera sagital. Estos permanecieron

en post-fijacion con PFA 4% hasta su uso posterior. Uno de los hemisferios fue
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sumergido en soluciones graduales de sacarosa (10, 20 y 30% p/v) durante tres
dias subsecuentes y el otro hemisferio se mantuvo almacenado en una solucién
de PBS a 4°C con azida de sodio. Se obtuvieron rebanadas sagitales de 40 ym de
espesor con un criostato (marca Leica Biosystems, CM1510) y almacenadas en
PBS 0.1M.

VI.5.3 Inmunohistoquimica

VI.5.3.1 Anticuerpos y fluorocromos

Con el fin de comprobar el efecto potencial del PD para disminuir o retrasar la
aparicion de marcadores patologicos de los sujetos, se utilizaron las siguientes
combinaciones de anticuerpos y marcadores fluorescentes:

1) Para la deteccion y determinacion de péptidos PA totales se utilizaron los
siguientes anticuerpos:

e Uno monoclonal producido en ratén (BAM-10; 1:500; Sigma Aldrich
#A3981) que reconoce los residuos aminoacidos 1-12 de la proteina BA
humana (McGowan et al., 2005), fue usado para la deteccion de los niveles
de BA total (Kotilinek et al., 2002).

e Uno policlonal producido en conejo que detecta todo el péptido de 42

aminoacidos (BA4z; 1:500; Thermo Scientific).

2) Para la deteccion de las especies pequenas de BA se us6 un anticuerpo
policlonal producido en conejo (OC; 1:500; donado por el Dr. Charles Glabe,
University of California) que detecta un epitope dependiente de la conformacién
fibrilar presente en fibrillas amiloides y en oligdbmeros fibrilares pero ausente en
monomeros y oligobmeros prefibrilares BA (Kayed et al.,, 2007; Wu et al., 2010;
Benilova et al., 2012).

3) Para la deteccion del malondialdehido (MDA) se us6 un anticuerpo policlonal
producido en conejo (MDA 1:500; Abcam) que detecta al producto de

lipoeroxidacién MDA.
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4) Con la finalidad de identificar anatomicamente las regiones a evaluar, se utilizo
el colorante fluorescente Hoechst que marca el ADN y permite la visualizacion de

los nucleos celulares (Chazotte, 2011).

VI.5.3.2 Procedimiento

El hipocampo dorsal de los cuatro grupos experimentales se identificd entre las
coordenadas 1.92 mm y 0.96 mm laterales a la linea media de acuerdo al atlas de
cerebro de raton (Franklin y Paxinos, 2001). Cada corte se proceso por flotacion
libre en PBS 0.1 M por 10 min, y luego se incubo en acido férmico al 90% por 5
min para exponer los epitopes, seguido de tres lavados de 10 min cada uno en
PBS 0.1 M. Las secciones fueron permeabilizadas con 0.1% de Tween-20 PBS
0.1 M (PBS-T) por 15 min. Los diferentes anticuerpos primarios fueron incubados
toda la noche a 4° C. Los tejidos fueron lavados con PBS 0.1 M en tres ocasiones,
durante 10 min cada uno, a temperatura ambiente. Una vez realizado esto, se
aplicaron los anticuerpos secundarios (Alexa Fluor 555 1:500 y 488; 1:250;
Thermo Scientific) por 2 horas y lavados nuevamente con PBS 0.1 M tres veces,
10 min cada una. En el caso de inmunohistoquimica amplificada para MDA se
aplico FitC en buffer de amplificacion por 15 min y se hicieron 2 lavados con PBS.
Para marcaje nuclear se incub6 durante 10 min con Hoechst (1:1000 en PBS 0.1
M) vy recibio tres lavados en PBS 0.1 M por 10 min cada uno. Finalmente, los
cortes fueron montados en PBS 0.05 M en cubreobjetos y cubiertos en medio de

montaje para fluorescencia Vectashield (Vector Laboratories).

VI.6. Obtencién de imagenes

VI.6.1. Microscopia confocal y analisis de las imagenes

Las imagenes de la regidon del subiculum en el limite con CA1 de los tejidos
procesados fueron capturadas usando un microscopio confocal LSM 510 (Zeiss),
tomando como muestra un campo por regién por corte, con un estimado de 3 a 4
cortes por animal. Las imagenes adquiridas representan cortes confocales
individuales en el plano Z. Para el analisis semi-cuantitativo se usé el software de
procesamiento de imagen Image J (National Institutes of Health). Para todos los

procedimientos, se separaron los canales de los filtros de cada imagen y se
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obtuvo una proyeccién (o stack) de maxima intensidad del plano Z del canal
deseado. Se sustrajo el fondo (5 pixeles para densidad Oéptica) para todas las
imagenes con el fin de evitar el analisis de marca inespecifica. Todos los valores
obtenidos fueron comparados estadisticamente entre grupos (no-pareados) y
dentro de los mismos grupos (pareados), dependiendo el caso.

Para la densidad optica, se calculd la intensidad promedio de pixeles de
todo el campo (450 x 450 pmz). Los valores de cada corte fueron promediados por
condicion experimental y convertidos a porcentaje de intensidad de fluorescencia,

siendo normalizados a los niveles control.

VI.7. Pruebas estadisticas
Los analisis estadisticos de las pruebas conductuales fueron llevados a cabo con

apoyo del programa y Graph Pad (Prism).

La normalidad de los datos fue evaluada usando la prueba de Shapiro-Wilk. Los
valores que presentaron una distribucién normal fueron analizados con una prueba
de t de Student (T-test).

Para las comparaciones entre grupos multiples se usaron analisis de varianza de
medidas repetidas (ANOVA) seguido de la prueba post hoc Tukey. Los resultados

fueron considerados significativos si p< 0.05 para todas las pruebas

Para la evaluacion de la densidad Optica integrada de las pruebas
inmunohistoquimicas; los datos fueron calculados usando las pruebas no-
paramétricas de U de Mann-Whitney (M-W). Los resultados fueron considerados

significativos cuando p<0.05 para todas las pruebas.
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VIl. RESULTADOS

VII.I Ganancia de peso de las crias macho

El peso de los sobrevivientes en cada grupo experimental que se registré cada
mes. El peso fue similar en los cuatro grupos experimentales a lo largo de la vida
siendo en promedio 30+2 a los 7m y a los 12 meses alcanzaron el peso de 35+£3.5

gr en promedio.

Dadas las condiciones técnicas por el mantenimiento a largo plazo (12
meses) de los animales se obtuvo una mortandad del 14.3% para los machos con
dieta AIN93, y del 50% de los alimentados con el PD del grupo 3xTg-AD. En el No-
TG, la pérdida fue del 14.3% de los animales alimentados con la dieta AIN93 y
solo del 8% del alimentado con el PD. Quedando asi, a los 7 meses, un numero
limitado de sujetos en cada condicién experimental (TG PD (n=6), TG AIN (n=5),)
NoTG AIN (n=6), NoTG PD (n=11). A los 12 meses, estos numeros se redujeron
aun mas NoTG AIN (n=5), NoTG PD(n=8), TG AIN (n=5) TG PD (n=4).

VII.3 Laberinto Acuatico de Morris

VII.3.1 Evaluacion conductual a los 7 meses de edad

Se realizd una primera evaluacion cognitiva a los siete meses de edad en los
ratones experimentales. Segun Oddo et al. (2003a) la aparicion del deterioro
cognitivo en esta cepa 3xTgAD inicia a partir de los 6 meses, pero existen
resultados divergentes en otros grupos de investigacion. Para valorar el progreso
de la patologia y el posible efecto temprano de la intervencion, los ratones de 7

meses de edad se sometieron a la prueba de LAM.

Se entreno a los animales durante 4 dias consecutivos, en la fase de adquisicion
no se observaron diferencias significativas entre los grupos, para las sesiones de
entrenamiento. Al analizar la latencia de escape para alcanzar la plataforma
durante toda la fase de adquisiciéon (ANOVA, p=0.0078), entre las sesiones. Para
la comparaciéon entre grupos pudimos observar que no hubo diferencias
significativas (ANOVA p=0.4104)
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Figura 9.- Entrenamiento: Se muestra el tiempo (s) de latencia de escape a la plataforma, durante
las 4 sesiones de prueba en la tarea del laberinto acuatico de Morris a los 7 meses de edad, NoTG
AIN (n=6), NoTG PD (n=11), TG AIN (n=5), TG PD (n=6). Datos presentados como promedio +
EEM.

En la prueba de retencion realizada 24hrs después del ultimo entrenamiento
se midio el tiempo de llegada al sitio de la plataforma (latencia de escape), donde
tampoco se observaron diferencias significativas entre los cuatro grupos (ANOVA
p=0.1614).
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Figura 10. Retencién. Se muestra el tiempo (s) de latencia de llegada a la plataforma, en la tarea
del laberinto acuatico de Morris a los 7 meses de edad, NoTG AIN (n=6), NoTG PD (n=8), TG AIN
(n=5), TG PD (n=6).

VII.3.2 Evaluacion conductual a los 12 meses de edad

Debido que el protocolo experimental tenia la finalidad de evaluar el efecto de la
intervencién dietaria a largo plazo (12 meses de edad), pasados 5 meses de la
ultima evaluacién conductual se volvié a someter a los ratones LAM. En esta
prueba observamos que durante la fase de reentrenamiento no se obtuvieron
diferencias significativas entre grupos (ANOVA p=0.2804). Para el grupo NoTG
AIN no hubo diferencias entre las sesiones 1.1, 2.1, 3.1 y 4.1 (ANOVA-MR,
p=0.02); ni para el grupo TG AIN (ANOVA-MR p=0.4678). Para los grupos NoTG
PD (ANOVA-MR p=0.1088) y TG PD (ANOVA-MR p=0.3689) no hubo diferencias
significativas para las sesiones 1.1, 2.1, 3.1y 4.1, en la sesion 3 el grupo TG PD
presentd un aumento en la latencia, descendiendo en tiempo para la siguiente

sesion.
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Al analizar latencia de escape para alcanzar la plataforma durante toda la
prueba de adquisicion, pudimos observar que hubo diferencias entre los grupos
con dieta AIN vs PD solo para la sesién 1.1 (ANOVA P< 0.05, para la sesién 3.1 el
grupo TG PD fue diferente del grupo NoTG AIN (ANOVA P<0.05), pero no para

TG AIN y NoTG PD, no se observaron diferencias para las sesiones 2.1y 4.1.
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Figura 11.- Adquisicién: En la grafica se muestra el promedio de tiempo (segundos) requerido
para la adquisiciéon de la tarea del laberinto acuatico a los 12 meses de edad a lo largo de 4
sesiones de entrenamiento, NoTG AIN (n=5), NoTG, PD(n=5), TG AIN (n=5) TG PD (n=4).
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Figura 12.-Entrenamiento 7 y 12 meses. En la grafica se muestra la disminucion de las latencias
de escape en todos los grupos para cada sesiéon, a lo largo de todas las sesiones de
entrenamiento, asi como las latencias de escape durante las sesiones de reentrenamiento a los 12
meses de edad. Notese los dos grupos tratados con el PD, entre la S4 y S1.1 que mantuvieron
latencias bajas desde el inicio del reentrenamiento.

Se realizaron comparaciones de las latencias de escape durante el
entrenamiento entre cada grupo por edad y por condicion, con el fin de observar el
efecto del tratamiento crénico con PD. Los resultados de las curvas de adquisicion
a los 7 meses de edad para el grupo NoTG AIN93 y TG AIN93, muestran que a
esta edad no hay diferencias significativas entre los grupos NoTG vs TG Sin
embargo, a los 12 meses de edad, ambos grupos (TG y No-TG) muestran
latencias para llegar a la plataforma durante el entrenamiento de alrededor de 40s,
mientras que el grupo NoTG AIN llegan al criterio de adquisicion en la sesién 3
mientras los TG AIN tienen una baja disminucién de la latencia de escape (sesion
1 vs 2, 3 y 4 NS) correspondiente al deterioro cognitivo para la edad de estos

animales.
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Al comparar las graficas en la figura 11, se observa que en los grupos
intervenidos con PD hubo una disminucion de latencia de llegada a la plataforma
de escape en el ensayo 1 (D1), en ambos grupos tratados con el PD, indicando

que conocian la prueba, no asi los dos grupos tratados con la dieta AIN93

Prueba de retencién

60-
BB NoTG AIN

50- BB NoTG PD

ap- TG AIN
Bl TGPD

Latencia de escape (s)

Condicion

Figura 13.- Retencion: Se muestra el tiempo (segundos) de latencia de llegada al sitio de la
plataforma, en la tarea del laberinto acuatico de Morris a los 12 meses de edad, NoTG AIN (n=5),
NoTG PD(n=5), TG AIN(n=5), TG PD (4).
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VII.5 Evaluacion de proteina BA en el subiculum del 3xTg-AD

Con el fin de observar si el PD tuvo un efecto en la BA se realiz6 un marcaje
inmunohistoquimico con diferentes anticuerpos, BAM-10, OC y ABETA42 los
cuales detectan PBA total, fibrillas amiloides y oligobmeros y pA4, total,
respectivamente.

Se compard la presencia de agregados amiloides mediante el anticuerpo
BAM10 entre los grupos transgénicos (TG AIN y TG-PD, ambos n=4) y se calculé
la intensidad de fluorescencia para PA total, sin distincion de especies o de
tamanos; en las figura 14 (A y B) y en la 15, se observa que para el grupo
intervenido TG-PD hay una disminucion significativa (T-student, P=0.004), en la

abundancia de agregados BA con respecto del grupo con dieta control TG-AIN.

e
100 pm
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Figura 14. Fotomicrografia panordmica del Hipocampo: Marca positiva para BAM-10, se
observa la BA total en verde para TG AIN (Arriba), y para TG PD (Abajo) en la regién del subiculum
(SUB) y CA1.
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Figura 15.- BA. En la grafica se muestra el porcentaje de reduccion significativa (P=0.004) de BA
total (sin distinciéon de forma ni tamafio de los depdsitos) en la regidon del subiculum en el
hipocampo del 3xTg-AD tratado con el PD a los 12 meses de edad, TG AIN (n=3), TG PD (n=3).
Las imagenes muestran la intensidad de fluorescencia reducida para el grupo tratado con el PD.

En los ratones TG-PD se midi6 la intensidad de fluorescencia para fibrillas y
oligdbmeros BA la cual fue marcada con el anticuerpo especifico (OC). En la figura
16 se observa que para el grupo intervenido TG-PD no hay una disminucion

significativa con respecto del grupo con dieta control TG-AIN.
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Figura 16.- Promedio + EEM de fibrillas y oligdmeros de BA (OC) la region del subiculum de la
formacién hipocampal del 3xTg-AD a los 12 meses de edad. Aunque hubo una reduccién, en el
grupo tratado TG PD (n=3) en relacion al no tratado TG AIN (n=3), esta no es significativa.
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En el grupo transgénico de 12 meses de edad, tratado con PD (TG-PD) se
midié la intensidad de fluorescencia para PAs; la cual fue marcada con su
anticuerpo especifico (ABETA42) que detecta tanto oligdmeros, como fibrillas y
diferentes tamafos de agregados amiloides. En la Figura 17 se observa que para
el grupo intervenido TG-PD hay una disminucion significativa con respecto del
grupo con dieta control TG-AIN (T-student, P=0.007). Estos resultados en la

produccion y agregacion de BA, sugieren una posible accion favorable del PD en
los ratones 3xTg-AD.
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Figura 17. BA,,. Promedio £+ EEM de BA,, total en la region del subiculum de la formacion
hipocampal del 3xTg-AD a los 12 meses de edad. Se encontré una reduccién significativa
(P=0.007), en el grupo tratado TG PD (n=4) en relacion al no tratado TG AIN (n=4).
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VII.6 Evaluacion de malondialdehido (MDA) en el subiculum del 3xTg-AD

En el TG-AD de 12 meses de edad, se midi6 la intensidad de fluorescencia para
MDA la cual fue marcada con su anticuerpo especifico que detecta

malondialdehido, producto de la lipoperoxidacion producida por estrés oxidativo.
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Figura 18.- Promedio + EEM de MDA total en la region del subiculum de la formacién hipocampal
del 3xTg-AD a los 12 meses de edad. Se encontrd una reduccion significativa (T Sudent P=0.02),
en el grupo tratado TG PD (n=4) en relacion al no tratado TG AIN (n=4).

El grupo intervenido TG-PD mostré una disminucién significativa (T-student,

P=0.02), con respecto del grupo con dieta control TG-AIN (Fig 18).
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VIII.- DISCUSION

La hipotesis propuesta acerca de la intervencion a base de alimentos con alto
contenido en flavonoides reconocidos por sus capacidades antioxidantes, anti
inflamatorias, entre otras y en donde parte de los componentes fueron similares a
los reportados por Guevara-Cruz et al., 2012, quienes lo utilizaron para el
tratamiento de pacientes con sindrome metabdlico, el cual es una constelacion de
alteraciones metabdlicas que, controversialmente, ha sido relacionado con el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer (EA) debido a que pudiera ser un mejor
indicador de riesgo para EA mas que sus componentes individuales de forma
aislada (Garcia Lara et al., 2010). Otros estudios epidemiolégicos han mostrado
una asociacion entre el consumo de polifenoles y la prevencion de la EA
caracterizada por deposicion extracelular de placas BA (Hassaan et al., 2014). Con
base en estos antecedentes, se disefié este estudio usando un portafolio dietario o
dietético (PD), en un modelo homocigoto para la EA, el 3xTg-AD (TG), el cual
desarrolla la patologia de manera similar que en el humano, para ello, pero
considerando que la expresion de las proteinas ocurre hasta la edad adulta y que
el periodo critico del desarrollo cerebral acurre in utero, se administro el PD, en las
madres (TG y No-TG, éste administrado con dieta control, AIN93) a partir del dia
primero de gestacion y en los crios, durante el periodo perinatal (lactancia) y hasta
los 12 meses de edad. Este PD, fue expresamente disefiado a base de alimentos
funcionales (nopal, semilla de chia, texturizado de soya y curcuma), con alto
contenido de polifenoles y acidos grasos (ej. w-3). Hasta el presente no se habia
probado el efecto de esta formulacion (PD) en este modelo homocigoto, por lo que
se tuvo cuidado de establecer parametros como el registro del peso corporal de
las madres y de los crios a lo largo de su vida y se observéd que los sujetos de los
grupos TG y No-TG a los que se les administré las dietas PD y AIN93,
respectivamente a lo largo de su vida, mostraron un crecimiento normal en la
ganancia de peso, lo que indica que la formulacion de las dietas fue la adecuada
(Tabla 1).
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Es importante mencionar que dada las caracteristicas del disefio
establecido a largo plazo, y que en la literatura no habia antecedentes en este
sentido (para haber programado al menos el doble de sujetos experimentales) se
tuvo mas del 14% de mortalidad, ademas de que solo los machos fueron
considerados para este estudio, por lo que los resultados no muestran diferencias
significativas sobre todo en las pruebas conductuales como la muestran los
resultados. Considerando valorar el progreso de la patologia y el posible efecto
temprano de la intervencion dietaria, se sometieron a los ratones de 7 meses de
edad a la prueba de memoria espacial en el LAM, considerada una prueba ideal
para la adquisicién de la conducta, y luego a los mismos ratones (sobrevivientes) a
los 12 meses, fueron sometidos a la misma prueba, ahora considerada una prueba
de reentrenamiento. Sin embargo, y aunque todos los grupos mostraron
disminucién en las latencias durante el entrenamiento como se muestra en la
figura 12, durante el reentrenamiento, los que disminuyeron las latencias fueron
los del grupo de dieta AIN93, y aunque se hizo un analisis de los resultados en el
estudio horizontal que incluyd a los 4 grupos: dos tratados con el PD (uno 3xTg-
AD y uno NoTg) y dos con dieta control, alimentados con dieta AIN93, no
encontramos diferencias significativas, segun lo mencionado, quizas por el numero

tan reducidos de individuos al final del experimento

Cabe mencionar, que en la literatura, la Unica referencia que se ubicara en
este contexto, es el estudio reportado en los Congresos por Syda et al., 2016,
2017; quienes llevaron a cabo en las hembras el mismo protocolo del PD (a lo
largo de dos generaciones) y a los 9 meses de edad, encontraron un aumento en
la expresién de SIRT1 en astrocitos y neuronas principales, asi como una
reduccion en la neuroinflamacion y sus capacidades cognitivas se mejoraron.
Adicionalmente Sterniczuk et al. 2010 reportan en hembras 3xTg-AD mayor
ansiedad. Sin embargo, en este estudio, llevado a cabo en machos, no
encontramos diferencias conductuales significativas mostrados por los resultados
en la conducta de entrenamiento y re entrenamiento, que incluso pudieran haber
sido ideales para establecer una relacion entre mejorar las habilidades de

aprendizaje y memoria en este modelo a través de la regulacion del metabolismo
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B-amiloide. Tomando en consideracibn ambos estudios en hembras y machos,
creemos que el uso a largo plazo del PD, en el modelo de raton 3xTg-AD,
permanece por sus posibilidades terapéuticas para la retrasar la manifestacién de
la enfermedad, y aunque, en nuestro caso, sblo sea con la base en el analisis
inmunohistoquimico realizado en esta tesis. Estudio de cuantificacién por
densitometria, en subiculum la FH y en donde encontramos efectos significativos
cuando consideramos su efecto antioxidante y anti-amiloidogénico en relacién a la
presencia de especies oligbmericas de BA y de la proteina BA42 en el. Lo que
confirma que una dieta a base de compuestos obtenidos de las plantas, como son
los polifenoles y acidos grasos poliinsaturados, que tienen propiedades
antioxidantes, podria retrasar la aparicion y progresion de la patologia tipo EA.
Efectos similares reportados en otros modelos animales para la EA (Cole et al.,
2005; Hamaguchi, Ono, Murase, & Yamada, 2009; Huang et al., 2014; Subash et
al., 2015; Subash, Essa, Al-asmi, Al-adawi, & Vaishnav, 2014) con otros alimentos

funcionales (Huang et al., 2014).

Se sabe que la agregacién amiloide se encuentra en varias enfermedades
degenerativas que afectan al cerebro o a los tejidos periféricos, cuyos
intermediarios (oligdmeros, protofibrillas) y fibrillas maduras presentan diferentes
efectos. Por consiguiente, se han investigado compuestos que contrarrestan la
agregacion amiloide por su capacidad para estabilizar los péptidos amiloides
téxicos; evitar el crecimiento de oligdmeros toéxicos; para inhibir el crecimiento y
deposicion de fibrillas; desensamblar las fibrillas preformadas y favorecer el
aclaramiento amiloide (Stefani y Rigacci, 2013; Wang et al, 2014; Lakey-Beitia et
al., 2015). Encontrandose por ello, abundante literatura en donde los polifenoles
(flavonoides) en general, pueden ser capaces de prevenir las enfermedades
neurodegenerativas (Ansari, Abdul, Joshi, Opii, & Butterfield, 2009; Ho et al., 2013;
J. Kim, Lee, & Lee, 2010). Debido por una parte a sus efectos neuroprotectores
(anti-oxidantes y anti-inflamatorios) demostrados en diversos modelos animales
(Solanki, Parihar, Mansuri, & Parihar, 2015), y por otra porque funcionan como
agentes neuromoduladores por su interaccidn en la transcripcion celular, en el

procesamiento de la APP, para prevenir la agregacion de la BA. Asi, se les
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propone como moléculas terapéuticas en la EA, por su capacidad de modular la
amiloidogénesis (Lakey-Beitia et al., 2015), causa de las alteraciones cognitivas
provocadas por la disfuncién neuronal (Vauzour, Rodriguez-Mateos, Corona,
Oruna-Concha, & Spencer, 2010; Vauzour, Vafeiadou, Rodriguez-Mateos,
Rendeiro, & Spencer, 2008).

En el presente estudio, se pudo observar que por la evaluacion
inmunohistoquimica con el marcaje de anticuerpos especificos (BAM-10,
ABETA42 y OC) los cuales detectan BA total, BA42 y fibrillas amiloides vy
oligbmeros, respectivamente, para valorar la amiloidogénesis en el subiculum y en
el CA1 del hipocampo, la cual se vio disminuida (Figuras 18 y 19), de manera
significativa. Este evento, se podria relacionar al poder antioxidante de los
componentes del PD, mecanismo probable por el bloqueo de las especies
reactivas de oxigeno, los iones metalicos libres y las enzimas de procesamiento
de BA (Lakey-Beitia et al., 2015). En el modelo, 3xTg-AD, se ha reportado que, en
amigdala y corteza el cumulo simultaneo de las protofibras (BA) seguido de la
formacion de las placas amiloides y las MNF, asociado a la presentacion de gliosis
reactiva durante el envejecimiento natural del animal (Oddo, Caccamo, Shepherd,
et al., 2003; Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). Es por estas caracteristicas
que lo potencian como el mejor modelo para el estudio del desarrollo de la EA,
pero que a la vez presenta una ventana de tiempo asintomatica en donde los
factores del medio ambiente (con influencia epigenética) como la dieta, pueden
influir retardando el deterioro cognitivo y/o el avance de los signos
patognomonicos de la EA (estrés oxidativo, placas BA y MNF). En este sentido, se
encontré por ejemplo, que el resveratrol (polifenol) extraido de las uvas reducia la
neurodegeneracién del hipocampo y el deterioro del aprendizaje en un modelo
inducible de ratdn transgénico p25 de la EA (Kim et al., 2007). Los flavonoides son
componentes bioactivos que se derivan de las frutas y hortalizas, tienen un
mecanismo de interaccién con las vias de sefializacién celulares seguido por la
transcripcion y la traduccion que median la funcion celular en condiciones
normales y patologicas. Desde la antigiedad, los nutracéuticos ricos en

flavonoides y no flavonoides han sido utilizados como suplementos alimenticios en
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la mejora de la funcion cognitiva y en la prevencion de enfermedades
neurodegenerativas en seres humanos, por lo que constituyen una nueva
generacion de agentes terapéuticos (Bhullar & Rupasinghe, 2013; Wang et al.,
2014).

Tomando en consideracion lo anterior, y que la suplementacion dietaria
regular de alimentos ricos en polifenoles (flavonoides) en una etapa apropiada es
prometedora como una alternativa para prevenir la EA ya que mejoran las
funciones cognitivas y otras funciones cerebrales (Solanki et al., 2015). En este
sentido, se formul6 este PD, en donde se incluyé la Curcuma longa (curcuma) que
contiene un polifenol no flavonoide curcumina y otros curcuminoides, que también
se ha reportado, tienen un papel beneficioso en modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas (Aggarwal & Harikumar, 2009). Lo importante
de haber anexado el nopal al PD es por su contenido de celulosa pero también por
su efecto neuroprotector atribuido al poder antioxidante del polifenol quercetina, y
antiapoptética por su habilidad de reducir dafo al DNA (Zito et al., 2013), ademas
de sus propiedades antihiperglucémicas (Lépez-Romero et al., 2014). Existen
reportes que muestran los niveles de expresion de factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF), elemento de respuesta a cAMP fosforilado unido a proteina
(pCREB), cinasa fosforilada regulada por sefial extracelular (pERK) se
incrementaron en el hipocampo a 7 dias de administracién de una especie de
nopal (Opuntia ficus-indica) lo cual favorecié la memoria a largo plazo (Kim et al.,
2010).

De manera paralela, se podria considerar que el contenido de flavonoides
en este PD ayudarian a la mejoria en el desempefio cognitivo dado que su
administracion a largo plazo en este modelo sugiere un efecto sobre la modulacién
de la plasticidad sinaptica a través de la activacion de receptores neuronales,
proteinas de sefalizacion y expresion de genes (Rendeiro et al., 2009; Rendeiro,
Guerreiro, Williams, & Spencer, 2012; Spencer, 2009; Williams & Spencer, 2012b).
Se ha probado a los metabolitos de estos flavonoides in vivo para comprobar su
habilidad para poder cruzar la barrera hematoencefalica y entrar al cerebro y asi
influenciar a receptores en el SNC (Vauzour et al., 2008).
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Por los resultados encontrados, es importante la intervencion a largo plazo,
desde la gestacion hasta la vida adulta, con el PD, lo que puede comprobar en
cierto sentido, que los alimentos ricos en flavonoides y acidos grasos
poliinsaturados actuan previniendo la agregacion y el depodsito de las especies
oligoméricas de BA en el cerebro, en especial en esta area cerebral (subiculum-
CA1) deteniendo el proceso degenerativo. Al mismo tiempo, es una alternativa
para la prevencion de la patologia tipo EA, en cuanto y quizas a las funciones de
aprendizaje y memoria de tipo espacial y otras funciones cerebrales. La aportacion
acerca de esta intervencién a largo plazo propone a estos compuestos como una
fuente para disefar una nueva generacion de farmacos bioactivos para mejorar la

funcién cerebral en EA y otras enfermedades neurodegenerativas.

En sintonia con esta propuesta, la consideracion global de las pruebas
colectivas mas recientes sugieren que el enfoque 6ptimo para la prevencion de la
EA parece combinar principios de multiples componentes nutricionales (dieta
mediterranea y prehispanica, multivitaminas y suplementos combinatorios clave),
ademas de las modificaciones de estilo de vida tales como el aumento de la
actividad social, el ejercicio fisico y mental, y el monitoreo adecuado de las

enfermedades cronico degenerativas en el adulto.
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IX.-CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias significativas en la fase de entrenamiento y prueba
de retencion, alos 7 y 12 meses en el LAM, tanto en modelo (3xTg-AD) y el

control tratados con la dieta rica en alimentos funcionales (PD).

A pesar de que el 3xTg-AD, es homocigoto para la enfermedad de tipo hereditario,
los factores epigenéticos (medio ambientales) como la dieta (PD), influyen en la
manifestacion del metabolismo B-amiloide en el subiculum de la formacién

hipocampal.

El PD tuvo efecto a largo plazo en el 3xTg-AD de 12 meses de edad donde se
presentd una disminucion en la densidad de especies de BA en la region del

subiculum de la formacién hipocampal.

El PD tuvo efecto a largo plazo en el adulto de (12 meses) donde se presentd una
disminucién en el estrés oxidativo en la region del subiculum de la formacion

hipocampal.
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X. PERSPECTIVAS

En general, son necesarios mas estudios a largo plazo que evaluen los efectos de
diferentes cantidades de compuestos polifendlicos purificados, tanto en animales
como en humanos. El disefio de nuevos componentes potenciadores de la
estabilidad y biodisponibilidad de las moléculas naturales es un tema de
importancia. Se ha reportado que las interacciones sinergisticas pueden tener
lugar entre diferentes fitoquimicos y otros micronutrientes, asi estas
combinaciones deberian desarrollarse para encontrar efectos mas fuertes que los
de tratamientos individuales (Milagro, Mansego, De Miguel, & Martinez, 2013). Por
otra parte, la combinacion de compuestos de plantas y drogas sintéticas podria ser
un acercamiento terapéutico que debera ser estudiado a mayor profundidad en la
EA.

En particular, replicar el uso del PD en el modelo 3xTg-AD es requisito para poder
encontrar la relacién entre el efecto del mismo que incluso puedan establecer una
relacion entre mejorar las habilidades de aprendizaje y memoria a través de la
regulacion del metabolismo B-amiloide y poder diferenciar entre estas respuestas

del PD, entre hembras y machos.

Dada la disponibilidad de otros modelos transgénicos para la enfermedad, el 5xTg-
AD que desarrolla la patologia de las placas beta amiloide a temprana edad,
pudiera ser un modelo ideal para el uso del PD y encontrar efectos a una edad
mas temprana, evitando los inconvenientes que pueden surgir en un disefio a

largo plazo.
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