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Resumen

La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de desorden neurodegenerativo
asociado con la edad. Se caracteriza por la presencia de placas neuriticas, cuyo
constituyente primario es la proteina  amiloide, y ovillos neurofibrilares compuestos
por la proteina tau hipersfosforilada. La angiopatia amiloide cerebral esta caracterizada
por la acumulacién vascular del péptido B amiloide.

En ambas patologias se presenta neuroinflamacion, la cual es capaz de provocar dafio
cerebral y tisular; esta neuroinflamacién puede conducir a la activacion cronica de la
microglia y a la reactividad astrocitica.

Los glucocorticoides sintéticos son potentes inmunosupresores y antiinflamatorios, sin
embargo, las formas de administracion disponibles de estos farmacos, oral e
intravenosa, presentan diversos efectos adversos. Por ende, se han evaluado otras
formas de administracion que resuelvan este problema, como la administracion
intranasal.

El objetivo principal de este trabajo fue analizar el efecto de la administracion intranasal
de dexametasona sobre la reactividad astrocitica en un modelo murino de angiopatia
amiloide cerebral y enfermedad de Alzheimer. La hipotesis bajo la cual se realiz6 este
trabajo es que la reactividad astrocitica, evaluada a través de la expresion de la
proteina fibrilar glial, seria menor en los ratones que recibieron tres dosis intranasales
de dexametasona que en animales de la misma edad que recibieron solo solucion
salina.

Se observé una menor expresion de la proteina fibrilar glial en los ratones que
recibieron tres dosis intranasales de dexametasona que en los ratones que solo
recibieron solucion salina en las regiones de talamo y giro dentado. No se encontro
una diferencia significativa en la expresion de proteina fibrilar glial en la region de CA1.
A partir de estos resultados, se sugiere la realizacion de mas estudios en diferentes
modelos murinos de angiopatia amiloide cerebral y enfermedad de Alzheimer para
corroborar la efectividad de la administracion intranasal de la dexametasona sobre la

reactividad astrocitica y la neuroinflamacion en general.
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1. Introduccion

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), nombrada asi por el Dr. Emil Kraepelin en 1910 en
honor al Dr. Alois Alzheimer quien fue la primera persona en caracterizar esta
enfermedad en 1906 (Hippius & Neundorfer, 2003), es la forma mas comun de desorden
neurodegenerativo (Demencia) asociado con la edad. Es un proceso
neurodegenerativo de causa incierta y patogenia parcialmente conocida que afecta,
preferentemente, a sujetos mayores de 65 anos, ocasionando en la mayoria de los
casos pérdida progresiva de memoria. (Merino et al., 2015).

Neuropatolégicamente, la EA se caracteriza por la presencia de placas neuriticas que
consisten en un nucleo del péptido  amiloide (AB) rodeado de neuritas degeneradas,
es decir, fragmentos de axones y dendritas. Asimismo, se presentan ovillos
neurofibrilares que son agregados intracelulares de la proteina tau (1)
hipersfosforilada. (Savonenko et al., 2023). Aunado a lo anterior, se presenta una
sobreproduccion de neurotransmisores excitatorios, procesos inflamatorios, estrés
oxidativo e isquemia, que estan relacionados con muerte neuronal irreversible. De
igual manera, se presentan otros cambios patolégicos como hipometabolismo,
disrupcion de la barrera hematoencefalica (BHE), activacién de la microglia y
reactividad astrocitica. (Nascimento et al., 2022)

La EA puede clasificarse con base en su heredabilidad y la edad de inicio de la
patologia. La EA familiar (EAF) se presenta antes de los 65 afios, mientras que la EA
esporadica (EAE) se manifiesta después de los 65 afios y representa mas del 95% de
todos los casos. La EAF se presenta por herencia mendeliana, usualmente autosémica
dominante, mientras que la EAE es de origen multifactorial (Talwar et al., 2016). En la
EAF los factores genéticos de riesgo son mutaciones en el gen de la proteina
precursora amiloidea (APP), mutaciones en los genes de presenilina 1 (PSEN1) y
presenilina 2 (PSEN2). En el caso de la EAE, el riesgo mas importante es la edad,
También la presencia del alelo e4 del gen de la apolipoproteina E (APOE), asi como

el del receptor desencadenante expresado en las células mieloides 2 (TREM2) y el
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gen de la proteina de ensamblaje de clatrina de unidn a fosfatidilinositol (PICALM), son
factores de riesgo para presentar la EAE (A. Armstrong, 2019),

De igual manera, se han descrito otros factores de riesgo como el traumatismo
craneoencefalico, la hipertension arterial, la diabetes mellitus, dislipidemia y el
sindrome metabdlico (A. Armstrong, 2019).

En el 2020 se estimd que mas de 50 millones de personas alrededor del mundo vivian
con demencia y se calcula que este numero sera cercano a 82 millones de personas
en 2030 y 152 millones de personas en 2050 (Guerchet et al., 2020).

Hasta el momento, la EA no posee una cura, pero si es posible utilizar tratamientos
paliativos. (Folch et al., 2018). Los medicamentos disponibles que se prescriben con
mayor frecuencia son inhibidores de acetilcolinesterasa (IAChE) como donepezilo,
tacrina, galantamina y rivastigmina; y antagonistas de los receptores de N-metil-D-
aspartato (ARNMDA) como memantina. Con la finalidad de modificar la evolucion de
la enfermedad, se han desarrollado nuevas estrategias cuyos blancos son el Ay lat
(Kumar et al., 2015).

Los IAChE se utilizan como tratamiento de la EA leve o moderada e inhiben, de manera
reversible, la enzima que degrada al neurotransmisor acetilcolina después de su
liberacion y, por ende, aumentan la disponibilidad de la acetilcolina lo que potencia la
transmision colinérgica. Los IAChE brindan beneficios sintomaticos de 1 a 2 afos, pero
no contrarrestan la progresién de la enfermedad. La mayoria de los IAChE disponibles
son seguros y mantienen sus efectos positivos en la cognicién durante algunos afos
(Galimberti & Scarpini, 2016; Marucci et al., 2021; Melik et al., 2014). Por otro lado, los
ARNMDA estan indicados en el tratamiento de la EA moderada o severa y actuan al
bloquear los canales de N-metil-D-aspartato, lo cual mejora el sistema glutamatérgico
y, como consecuencia, el déficit cognitivo. Sin embargo, al igual que con los IAChE,

los resultados del tratamiento con ARNMDA son modestos (Olivares et al., 2012).
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1.1.1 Angiopatia amiloide cerebral

La angiopatia amiloide cerebral (AAC) es una enfermedad cerebrovascular que se
caracteriza por la acumulacion del AB en los vasos sanguineos cerebrales de tamafio
pequefio y medio de la leptomeninge y la corteza cerebral. La acumulacion del AB
provoca que los vasos sanguineos se vuelvan fragiles, o que se manifiesta como
hemorragias intracerebrales. La AAC ademas de provocar deterioro cognitivo, también
puede presentarse con microhemorragias, hemosiderosis, leucoencefalopatia
inflamatoria y sintomas neurolégicos transitorios (Viswanathan & Greenberg, 2011).

Al igual que con la EA, el riesgo de presentar AAC aumenta con la edad y no hay una
diferencia significativa entre casos presentados por hombres y por mujeres. La AAC
esta fuertemente relacionada con la EA, debido a que, aunque algunas veces en grado
medio, la AAC se presenta en la mayoria de los casos de EA. Asimismo, se ha
encontrado que la AAC es mas severa en pacientes con EA que en aquellas personas
sin demencia. (Chwalisz, 2021).

La AAC puede clasificarse con base en el tipo de A que se deposita en los vasos
sanguineos. La forma mas comun de AAC es esporadica y ocurre en la mayoria de los
pacientes con EA. El mayor factor de riesgo para presentar AAC esporadica es poseer
el alelo e2 0 e4 de la APOE. (Revesz, 2007). La otra forma de AAC, que es menos
comun, es la familiar o hereditaria. La AAC familiar, usualmente, se presenta de
manera precoz y con mayor severidad que la forma esporadica. Aunque se ha
encontrado que algunas mutaciones relacionadas con el procesamiento de APP estan
involucradas en la AAC familiar (como la mutacién Flemish), la mayoria de los casos
de AAC familiar se presentan debido a mutaciones que afectan las propiedades

biologicas y bioquimicas del AB (Biffi & Greenberg, 2011).

1.1.2 Péptido B Amiloide

El péptido B amiloide (AB) es producido en el cerebro a lo largo de la vida y puede

acumularse en los cerebros de personas mayores que no tienen deterioro cognitivo.
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Estos depdsitos pueden ser en los espacios extracelulares o, como en la AAC, en las
paredes arteriales. Los depdsitos del Ap son mucho mas abundantes en los cerebros
de personas con EA. La eliminacion del AB del cerebro se presenta por varios
mecanismos, desde su degradacion por peptidasas, hasta su drenado perivascular
(Weller et al., 2009).

El AB surge del procesamiento de la APP, la cual es una proteina integral de membrana
tipo | de 695 a 770 aminoacidos, y su tamafo puede ir de 39 a 43 aminoacidos, sin
embargo, las formas del AB predominantes son las de 40 y 42 aminoacidos, la forma
de 42 aminoacidos es menos soluble que el péptido de 40 aminoacidos (Meyer, 2008).
La APP es procesada por las proteasas, sitio-especificas, a, p y y secretasas; las
secretasas B y y producen los péptidos de 40 y 42 aminoacidos (Dulubova et al., 2004;
Wolfe, 2016).

La observacion inicial de depdsitos del A presentes en los vasos de pacientes jovenes
con Sindrome de Down, fue seguida por el descubrimiento de placas neuritica y ovillos
neurofibrilares en pacientes adultos con EA. Estos descubrimientos llevaron a la
hipétesis de que la sobreproduccion del AB conduce a una catastrofica cascada, que
incluye alteraciones sinapticas, fibrilacién, activacion de astrocitos y microglia,
fosforilaciéon anormal de la t para formar los ovillos neurofibrilares, pérdida neuronal
progresiva, pérdida de multiples neurotransmisores (especialmente acetilcolina) y, por

ultimo, demencia (Cairns, 2009).

1.1.3 Modelo Tg-SwDI de AAC y EA

Actualmente, existen diversos modelos que recapitulan algunos aspectos de la EA;
entre ellos esta la cepa Tg-SwDI, la cual es un modelo murino de AAC y EA que
incorpora el transgén humano APP, con las mutaciones Dutch E22Q, lowa D23N y
Swedish K670N/M671L en la APP. Se ha comprobado que la acumulacion del Ap en
este modelo es robusta, consistente y progresiva. (Davis et al., 2004). En la mutacién
Dutch E22Q hay un cambio de acido glutamico (E) por glutamina (Q) en el aminoacido
22 del AB, mientras que en la mutacién lowa D23N hay un cambio de acido aspartico

(D) por asparagina (N) en el aminoacido 23 del AB; ambos casos resultan en la
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alteracion de la carga neta del péptido, lo que aumenta las propiedades fibrilogénicas
y patogénicas del A in vitro. Tanto la mutacién Dutch E22Q, como lowa D23N, estan
relacionadas con amiloidosis cerebrovascular familiar en donde se presentan

abundantes depdsitos del AB (Melchor et al., 2008; van Nostrand et al., 2001).

Por otro lado, la mutacién Swedish K670N/M671L es una doble mutacion, en donde
se presentan dos sustituciones de aminoacidos: lisina (K) por N y metionina (M) por
leucina (L) en las posiciones 670 y 671 de la APP, respectivamente. Esta mutacion
esta localizada junto al sitio de corte, en la APP, de la B secretasa, lo que facilita el
procesamiento de la APP y, por ende, incrementa la produccion del AB (Oksanen et
al., 2018).

1.2 Neuroinflamacion

La neuroinflamacion es definida como una respuesta inflamatoria que ocurre en el
cerebro o en la médula espinal en respuesta a un insulto. La inflamacion esta mediada
por la produccion de citocinas, quimiocinas, especies reactivas de oxigeno y por
mensajeros secundarios. Estos mediadores son producidos por la glia residente
(astrocitos y microglia), células endoteliales y células inmunes de la periferia. El grado
de neuroinflamacion depende del contexto, duracion y curso del estimulo primario.
Esta inflamacién puede llevar al reclutamiento de células inmunes, edema, dano de
tejidos y muerte celular, lo que puede generar procesos tanto positivos como
negativos. Dentro de los aspectos positivos se encuentran la respuesta al dafo para
suprimirlo y regenerar el tejido, mientras que dentro de los aspectos negativos se
encuentra la activacion cronica de la microglia (DiSabato et al., 2016).

La cascada de neuroinflamacion ha sido identificada como un factor etiopatogénico
comun de diferentes enfermedades como: accidentes cerebrovasculares, EA,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Huntington,
migrana, epilepsia, esclerosis multiple, traumatismo cerebral y depresion (Gilhus &

Deuschl, 2019). Tanto la EA, como la AAC presentan neuroinflamacion y es debido a

que AP puede inducir la liberacién de citocinas proinflamatorias como interleucina 1
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alfa (IL-1a), interleucina 1 beta (IL-18), interleucina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) en los astrocitos y la microglia, lo que, a su vez, puede conducir a la
produccion adicional de AB con la consecuente produccion de placas neuriticas vy,

como resultado, presentar neuroinflamacion intensificada (Fernandes et al., 2017).

1.3 Astrocitos

Los astrocitos son un tipo de célula glial que constituye la mayoria de las células del
Sistema Nervioso Central (SNC). Son importantes para el metabolismo, la estructura
y la homeostasis del SNC y también desempefian un papel importante en la
neuroproteccion al eliminar el exceso de neurotransmisores o al promover la
sinaptogénesis. El nombre astrocito se asigné debido a que la forma de este tipo de
células asemeja a una estrella, puesto que sus prolongaciones estan dispuestas
alrededor del cuerpo del astrocito (Ransom & Ransom, 2012; Vasile et al., 2017). Los
astrocitos proveen soporte metabdlico para las neuronas y otros tipos celulares,
protegen a las células vecinas al ingerir el glutamato en exceso y el potasio, y liberan
factores de crecimiento, acido lactico, glutamina, el mitégeno TNF-a. y otros
mensajeros secundarios. (Z. Chen et al., 2022). Asimismo, los astrocitos se encuentran
fuertemente relacionados con la microglia, debido a que los primeros secretan factores
que modulan los fenotipos de la microglia (Como M1y M2) y sus funciones; ademas
de que la microglia regula la actividad neuronal y la transmision sinaptica al interactuar

con los astrocitos (Jha et al., 2019).

10
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Figura 1. Efectos propuestos de los astrocitos A1/A2 sobre las neuronas, microglia,
oligodendrocitos y vasos cerebrovasculares, asi como mediadores moleculares y
mecanismos involucrados en la formacion de los astrocitos reactivos A1/A2.

(Fan & Huo, 2021)

Los astrocitos pueden clasificarse como fibrosos, que se encuentran en la materia
blanca del cerebro, y como protoplasmicos, encontrados en la materia gris del cerebro.
Los astrocitos protoplasmicos son complejos y cuentan con numerosas
prolongaciones, mientras que los fibrosos son células mas simples. Ademas de estos
dos tipos de astrocitos, se han encontrado astrocitos especializados en diferentes
areas del cerebro, como la glia de Bergmann en el cerebelo y la glia de Muller de la
retina (Oberheim et al., 2012).

Se ha visto que los astrocitos desempenan un papel esencial durante la aparicion vy el
desarrollo de la EA. En el estadio presintomatico de la EA, los astrocitos sufren
cambios en su fenotipo y morfologia, como aumento o disminucion del tamafio de sus
dendritas. Hay una fuerte asociacion entre los cambios morfolégicos de los astrocitos,

la T y los ovillos neurofibrilares. Ademas, la funcion metabdlica de los astrocitos esta

11



Facultad de Quimica

estrechamente relacionada con el desarrollo de la EA. En los estadios avanzados de
la EA se observa que los astrocitos invaden las placas neuriticas, lo que pone de

manifiesto una reduccion en su capacidad para eliminar Ap (Bi et al., 2022).

1.3.1 Reactividad astrocitica

La reactividad astrocitica, astrogliosis, astrocitosis o gliosis reactiva es una respuesta
compleja del SNC ante un insulto, en donde se presenta proliferacion, cambios
morfolégicos y adaptaciéon funcional de los astrocitos, el cual ocurre principalmente
cuando hay una disrupcién de la BHE. Los mecanismos por los cuales se presenta la
reactividad astrocitica aun no son bien comprendidos, sin embargo, parece que la
neuroinflamacion desencadena o empeora la reactividad astrocitica, en especial por la
liberacién de TNF-a. El contexto patolégico en el que puede presentarse la reactividad
astrocitica varia de manera considerable y, por ende, puede ser esporadico o genético;
agudo o crénico; debido a una patologia sistémica o un dafo especifico del SNC. La
reactividad astrocitica es una respuesta secundaria que puede evolucionar con el
tiempo y, en muchos casos, es reversible. A pesar de que es una clasificacion somera,
durante la reactividad astrocitica pueden presentarse dos tipos clave de astrocitos: A1,
el cual es un fenotipo neurotéxico; y A2, un fenotipo neuroprotector. (Escartin et al.,
2021; Hostenbach et al., 2014). Ahora se considera que la reactividad astrocitica es
un proceso patolédgico clave en la progresion de la EA, la cual se identifica por un
aumento en la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) y la hipertrofia de los
astrocitos que rodean las placas neuriticas. La reactividad astrocitica es capaz de
dafar neuronas y se ha visto que esta estrechamente relacionada con las placas
neuriticas en cerebros de pacientes con EA y en diferentes modelos de la enfermedad.
La microglia produce citosinas proinflamatorias en respuesta a la presencia del A, lo
que activa a los astrocitos. Los astrocitos activados se integran al proceso
neuroinflamatorio cuando, por su parte, comienzan a secretar IL-1 y TNF-qa, lo cual se
convierte en un circulo vicioso. La reactividad astrocitica aumenta, linealmente, con el

deterioro cognitivo (Kumar et al., 2022; Osborn et al., 2016a).
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1.3.2 Proteina acida fibrilar glial

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) es un filamento intermedio, de aproximadamente
50 KD, expresado especificamente en los astrocitos. Los filamentos intermedios son
componentes mayores del citoesqueleto de las células eucariotas. Con base en su
tamano y secuencia de aminoacidos, se clasifican en seis subtipos. La GFAP, junto
con la vimentina y la desmina, pertenece al tipo Ill de los filamentos intermedios
(Inagaki et al., 1994). Se encuentra bien establecido que la GFAP es el principal
filamento intermedio de los astrocitos maduros del SNC, asimismo, esta proteina es
importante para la motilidad y la forma de los astrocitos, ya que proporciona estabilidad
estructural a las prolongaciones de los astrocitos. El aumento en la expresion de GFAP
se presenta en diversos desordenes del SNC vy, por esta razén, es un indicador
sensible, detectable incluso en ausencia de muerte neuronal pronunciada. Sin
embargo, aunque la expresion de GFAP en astrocitos reactivos esta, la mayoria de las
veces, relacionada con la severidad del dafio, esta correlacion no siempre es
proporcional. A pesar de esto, el aumento en la expresion de GFAP si es un indicador

fuerte de reactividad astrocitica (Eng et al., 2000; Escartin et al., 2021).

1.4 Glucocorticoides

Debido a que la neuroinflamacion es un factor etiopatogénico de la EA, se ha
considerado utilizar medicamentos antiinflamatorios como tratamiento para esta
enfermedad, dentro de estos medicamentos antiinflamatorios se encuentran los
glucocorticoides sintéticos (GCSs) (Briggs et al., 2016). Los glucocorticoides (GCs)
son hormonas esteroideas producidas y secretadas por la corteza suprarrenal y son
regulados por el eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal. Los GCs son esenciales para
la vida, debido a que regulan diversos procesos fisiolégicos como el metabolismo,
crecimiento y diferenciacion celular, balance electrolitico, inflamacion, funciones

cognitivas, funcion cardiovascular, respuesta inmune, desarrollo y reproduccion. La
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secrecion de GCs, usualmente, sigue un ciclo circadiano, pero algunos estimulos
estresantes, incluidos factores proinflamatorios, pueden inducir esta secrecion (Ayroldi
et al., 2022).

Los GCs reducen drasticamente la inflamacion, debido a que tienen efectos
considerables en la concentracion, distribucion y funcion de los leucocitos periféricos,
ademas de tener un efecto supresor de citocinas y quimiocinas proinflamatorias,
ademas de otros mediadores inflamatorios. Después de una sola dosis de GCs, la
concentracion de neutréfilos en circulacion aumenta, mientras que la concentracion de
linfocitos, monocitos, eosindfilos y basoéfilos disminuye; este efecto se presenta en un
maximo de 6 horas y se disipa en 24 horas. (Chrousos, 2021). Asimismo, los GCs
inhiben las funciones de macrofagos tisulares, células dendriticas y otras células
presentadoras de antigeno. Ademas de los efectos que los GCs provocan en la funcién
leucocitaria, los GCs influyen la respuesta inflamatoria al inhibir a la fosfolipasa Ay,
por ende, reducen la sintesis de acido araquidénico, precursor de prostaglandinas y
leucotrienos, y de factor activador de plaquetas. Los GCs también reducen la expresién
de ciclooxigenasa 2 (COX2) (Chrousos, 2021).

En 1950 se desarrollaron los primeros GCSs para el tratamiento de la artritis
reumatoide. Las principales aplicaciones clinicas de los GCSs se basan en su efecto
antiinflamatorio e inmunosupresor. Todos los GCSs estan estructuralmente
relacionados con la hidrocortisona y la corticosterona, que son los principales GCs
endogenos de primates y roedores, respectivamente. Es posible decir que la estructura
de los GCSs es, basicamente, la misma. La mayoria de ellos son compuestos
policiclicos de 21 carbonos con una estructura esteroidea: un sistema de anillos de 17
carbonos con una cadena alifatica en el carbono 17, un carbonilo en el carbono 3, uno
o dos dobles enlaces en el anillo A, y un oxigeno unido al carbono 11.

Los GCSs tienen mayor afinidad que los GCs por los receptores de glucocorticoides

(GRs) y, por ende, su efecto farmacoldgico es mayor (Karssen & de Kloet, 2007).
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1.4.1 Mecanismo de accion

Los efectos de los GCs, en general, se deben a la interaccion de estos con receptores
intracelulares especificos de GCs que pertenecen a la familia de receptores nucleares
que controlan la transcripcion génica. En esta superfamilia también se encuentran los
receptores de mineralocorticoides, esteroides sexuales, hormonas tiroideas, vitamina
D3 y acido retinoico (Rang et al., 2016).

Los GCs difunden libremente de la circulacién al interior de las células, a través de la
membrana celular, y se unen a los GRs. Esto provoca que la proteina de choque
térmico de 90 KDa (Hsp90), una proteina unida a la forma inactiva de los GRs, se
disocie, lo cual permite la localizacion nuclear del complejo GR-GC y su unién al acido
desoxirribonucleico (ADN). Un GR se combina con otro GR para formar un dimero en
zonas del ADN nombradas elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES) en las
regiones reguladoras de los genes de respuesta a corticoesteroides. Esta interaccion
permite que los GRs se asocien con complejos de ADN-Proteina para modificar y
remodelar proteinas, lo que mejora la transcripcion genética (Adcock et al., 2006).
Una de las proteinas reguladas por los GCs es la anexina 1 (ANXA1), la cual es una
proteina que se expresa en abundancia en la glandula pituitaria y que se encuentra

también en el hipotalamo, hipocampo y otras partes del cerebro (Traverso et al., 1999).
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Figura 2. Cascada inflamatoria asociada con dafo tisular e inflamacion aguda y su
relacion con neutrdfilos, monocitos, ANXA1 y terminaciones nerviosas

(L. Chen et al., 2014)

La expresion de ANXA1 aumenta después de la administracion de GCs, ademas de
que se induce su fosforilacion, asi como su translocacién membranal (GOULDING,
1990; Solito et al., 2003). El incremento en la expresion de ANXA1 provoca un efecto
analgésico e antiinflamatorio debido que inhibe citocinas de gran envergadura para la
nocicepcioén, asi como inhibe la produccion de la COX2, responsable de la produccion
de prostaglandina que contribuye al proceso de hiperalgesia inflamatoria. En particular,
el efecto antinociceptivo de ANXA1 se debe a la regulacion de la via de sintesis de
prostaglandina E> (PGEz), debido a que suprime la induccién de la fosfolipasa Ao,
enzima que cataliza la liberacion de acido araquidonico, el cual es convertido por las
ciclooxigenasas, en prostaglandinas (L. Chen et al., 2014; Goppelt-Struebe & Rehfeldt,
1992).

16



Facultad de Quimica

Fostolipido
. Glucocorticoides
\Mz (inducen anexina 1)
¥
Araquidonato Lisoglicen|-
- - N fosforilcolina
12 i  Ciclooxigenasa AINE S-lipooigenasa | | Antagonistas
Llmegnas, <O Stooadgensss) (Amaganis:
v
15-lipooxigenasa / Endoperoxidos 5H:;ETE
M ————— m
Los glucocorticoides lnhibidoms Inhubndores de la PAF
inhiben de IaT)(A, ipooxigenasa (vasodilatador;
la Induccién sintetasa {p ej., zileutina) aumenta la
v ¥ permeabilidad vascular;
12-HETE Lipoxinas PGl, Antagonis broncoconstrictor;
(mm A ¥y B (vasodilatador; mm g del mz v Wl‘lﬂ)
hiperalgésico, | wvasoconstrictor) LTA,
detene la 2 Antagonistas
agregaciin 1 de los
plaquataria) s receptores de
& LT" {Wm leucotrienos,
v ' b (p. 0.
de PG (broncoconsirictor;  (inhibe h: agregacion (mmﬁ;. L‘}'D y (bmmwnstflull:les. montelukast)
contraccion plaguetaria; hiperalgésico ST
miometrial) vasodilatador) I}E‘"‘“""""““’ vaseul)| -

Figura 3. Diagrama resumen de los mediadores inflamatorios derivados de los fosfolipidos

con una breve descripcion de sus acciones y los lugares de accién de los farmacos antiinfalamtorios

(Rang et al., 2016).

Asimismo, se ha visto que los GCs inhiben al factor nuclear de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB), factor que regula la expresion de genes
involucrados en respuestas inflamatorias y estrés, al inducir la expresion de una nueva
proteina. Un complejo GR-GC se une a un GRE del promotor del gen de la proteina
inhibidora de NF-«B (IxB) y estimula su transcripcion y posterior traduccion. Estas
proteinas son las responsables de terminar la actividad de NF-xB (Cidlowski et al.,
2016; Motolani et al., 2022).
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1.4.2 Via intranasal

Las formas de administraciéon de los GCSs disponibles son oral e intravenosa, las
cuales tienen poca eficacia para llegar al cerebro. Debido a esto, se requieren dosis
elevadas de GCSs para alcanzar niveles terapéuticos. Las consecuencias de estas
dosis elevadas de GCSs para llegar al SNC son varias y pueden ir desde de dafios
gastrointestinales severos hasta depresion y ansiedad. Para resolver este problema,
se ha evaluado a la via intranasal como una alternativa. Esta via de administracion
puede transportar a los farmacos directamente al SNC, a través del bulbo olfatorio y
los nervios trigéminos, por lo que no tienen que atravesar la BHE (Erdé et al., 2018;
Pérez-Osorio et al.,, 2021). La administracién intranasal se presenta como una
combinacién de dos rutas: una intracelular y otra extracelular. EI mecanismo
intracelular involucra la endocitosis del farmaco por neuronas sensoriales olfativas en
la cavidad nasal antes de ser transportadas a lo largo del axén hasta la sinapsis. Ahi
el farmaco es expulsado al bulbo olfatorio, donde las neuronas que se proyectan a las
regiones del cerebro repiten el proceso. Por otro lado, el mecanismo extracelular
involucra la entrada del farmaco al espacio paracelular para luego ser transportado a
la lamina propia, donde es transportado del espacio perineural al espacio
subaracnoideo. En este transporte estan involucradas diversas fuerzas como el flujo

masivo y la bomba perivascular (Crowe et al., 2018).
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Figura 4. Transporte intranasal de farmacos a través de la ruta olfativa al SNC por vias intracelulares y
extracelulares.

El farmaco es captado por las neuronas receptoras olfativas que proyectan al bulbo olfatorio. La ruta
extracelular se da entre células de soporte, donde el farmaco pasa las uniones estrechas, la hendidura
paracelular, la lamina propia, el espacio perineural y, por ultimo, el espacio subaracnoideo, donde se

transporta a objetivos distales del SNC (Erdé et al., 2018).

La via de administracion intranasal, ademas, evita el metabolismo de primer paso y la
degradacion gastrointestinal que se presentan con la administraciéon oral (Gibaldi et
al.,, 1971). Por ultimo, en trabajos recientes, se demostr6 que hay una mayor
distribucion de farmacos en el cerebro cuando son administrados de manera intranasal
en comparacion de su administracion intravenosa, ademas de que el tiempo que
tardan los farmacos en alcanzar al SNC es menor cuando se utiliza la administracion

intranasal (Pérez-Osorio et al., 2021).
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1.4.3 Dexametasona

Uno de los GCSs mas estudiados es la dexametasona, la cual tiene efectos
pleiotrépicos en varias vias de sefalizacion y se ha utilizado en un gran numero de
patologias, ademas de que se ha evaluado su efecto antiinflamatorio en enfermedades
como estrés y depresion. (Reichardt et al.,, 2021). La dexametasona es un GCS
disponible en varias presentaciones y es usada para el tratamiento de varias
enfermedades en donde se presenta inflamacion, incluyendo asma y desérdenes
endocrinos y reumaticos. Al igual que otros GCs, la dexametasona inhibe a la
fosfolipasa A2, lo que disminuye la formacion de acido araquidonico y sus derivados,
ademas de inhibir al NF-xB; por otro lado, promueve la transcripcion de factores
antiinflamatorios, como el gen de la interleucina 10 (IL-10). Las dosis bajas de
dexametasona producen efectos antiinflamatorios, mientras que las dosis elevadas
provocan efectos inmuosupresores (Yasir et al., 2022).

El tratamiento crénico con dexametasona puede inducir patologia de la t, aumentar la
expresion del ABy potenciar el deterioro cognitivo en la EA (Joshi et al., 2012), sin
embargo, administrada por corto tiempo, la dexametasona puede inhibir la
neuroinflamacion relacionada con la EA y prevenir el dafo cognitivo (Vyas et al., 2016).
Asimismo, se ha demostrado que, en combinacion con aciclovir, la dexametasona
puede proteger del deterioro cognitivo provocado por la EA en ratones (Hui et al.,
2020).
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3. Hipotesis

La reactividad astrocitica, evaluada a través de la expresion de GFAP, sera menor en
los ratones que recibieron tres dosis intranasales de dexametasona que en animales

de la misma edad que recibieron solo solucion salina.

4. Objetivos

4.1 General

Analizar el efecto de la administracién intranasal de dexametasona sobre la reactividad
astrocitica en ratones de la cepa Tg-SwDI, modelo murino de Enfermedad de

Alzheimer y Angiopatia Amiloide Cerebral.

4.2 Particulares

e Evaluar la expresion de GFAP en cerebros de ratones de la cepa Tg-SwDI que

recibieron tres dosis de dexametasona intranasal: a los 3, 4 y 5 meses de edad.
e Comparar la expresion de GFAP en cerebros de ratones de la cepa Tg-SwDI

que recibieron tres dosis de dexametasona intranasal y ratones de la misma

cepa y de la misma edad que recibieron solo solucion salina.
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5. Materiales y metodos

Ratones

Se emplearon 9 ratones Tg-SwDI, C57BL/6-Tg(ThBy1-APPSwDutlowa) BWevn/J.
(Laboratorios Jackson, Bar-Harbor, ME, USA). Los ratones se mantuvieron en bioterio
con un ciclo de luz/oscuridad 12/12 y con alimento y agua ad libitum. Los experimentos
se realizaron siguiendo los protocolos aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) (Protocol ID: 209) y en
conformidad con los lineamientos del National Institute of Health (NIH) para el uso de

animales experimentales.

Habituacion de los ratones para la administracién intranasal

La duracién del procedimiento fue de tres dias previos a la administracién intranasal y
se trabajoé cada raton individualmente, ofreciendo una recompensa dulce al final de
cada sesion.

El primer dia se coloco al ratdon sobre la palma de la mano, sujetandolos de la cola y
frotando suavemente su lomo durante tres minutos. Posteriormente se volvié a colocar
al raton sobre la palma de la mano y se pellizco6 suavemente el pelaje durante 3
minutos.

El segundo dia se coloco al ratén sobre una rejilla donde se inmovilizé con la mano
durante 30 segundos y se liberd por 30 segundos para después repetir. Posteriormente
se realizé el agarre durante 30 segundos, se liberd y se permitié descansar por un
minuto para después repetir. Por ultimo, se realizé el agarre para la administracion
intranasal (en vertical) durante 30 segundos y se repitio tras haber dejado descansar
al raton.

El tercer dia se coloco al ratdn nuevamente sobre una rejilla, se colocaron en posicion
de administracién intranasal durante 30 segundos y se les permitié descansar por un

minuto, se realiz6 el procedimiento nuevamente. Después se coloco a los ratones en
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posicion de administracion intranasal, se acercé la pipeta a las narinas de los ratones
durante 30 segundos seguido de un minuto de descanso por dos veces. Finalmente,

se le administré a cada ratén 5 uL de solucién salina en cada narina.

Protocolo de administracion

6 ratones hembra de la cepa Tg-SwDI fueron administrados con una dosis de
dexametasona (Alin® Depot, 21-Isonicotinato de dexametasona 8mg/2mL) de 0.25 mg
por Kg de peso a los 3, 4 y 5 meses de edad. La via de administracién fue intranasal,
previa habituacion, la dexametasona fue suministrada por goteo con una micropipeta
en cada fosa nasal. Por otro lado, 3 ratones hembra, de la cepa Tg-SwDI usados como
control fueron administrados, por via intranasal, con solucion salinaa los 3,4 y 5 meses
de edad.

Sacrificio, obtencion y tratamiento de tejidos

Se sacrificé a los ratones a los 6 meses de edad por inhalacion letal de sevoflurano
(Abbot Lab), mientras se realizé la perfusion cardiaca ventricular con 50 mL de una
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.4)) a 4°C y 5 mL de Paraformaldehido
al 4% en PBS. Inmediatamente se procedi6 con la diseccion del cerebro, el cual se
colocé en una caja Petri sobre hielo, se separaron los dos hemisferios y se continué la
fijacion en 10mL de para-formaldehido al 4% en PBS por otras 24 horas. Después de
lavar los dos hemisferios en con dos pases de 10 mL de PBS, en agitacion por cinco
minutos, se inicid la deshidratacion en 10 mL de soluciones sacarosa al 10%, 20% vy
30% en PBS durante 24 horas, respectivamente. Los tejidos se mantuvieron en Tissue
Plus (Fisher HealthCare, TX, USA) y se realizaron cortes coronales de 30 ym de
grosor, en congelacion, desde -1.6 mm a -2.3 mm de bregma con un criostato (Kedee,
KD2850).
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Figura 5. Esquematizacion del protocolo de administracion, sacrificio, obtencion y
tratamiento de los tejidos

Hecho en https://biorender.com/.

Ensayos de inmunofluorescencia en cortes de cerebro de ratones Tg-SwDI

Todo el ensayo se llevé a cabo en flotacion de los cortes coronales de 30 um de
cerebro de ratones transgénicos Tg-SwDI. Se realizaron dos lavados con 500 pL de
TBS (60 mM Tris, 250mM NaCl), durante 5 minutos. Enseguida, se realizé la
recuperacion de epitopos al incubar los tejidos en 500 yL de amortiguador de citrato
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de sodio a pH 6, durante 30 minutos en horno a 60°C. Después de dos lavados con
500uL de TBS, se realizé la permeabilizacion de los tejidos por 15 minutos en 500 pL
de una solucion de TBS A (TBS, Triton X-100 al 0.1%) y, se realizé el bloqueo de los
tejidos al incubarlos, por 20 minutos, en 500 yL de TBS B (Albumina sérica bovina
(BSA) al 2% en TBS A). Los tejidos se incubaron con el anticuerpo monoclonal de
ratéon anti-GFAP (Invitrogen, MA, USA), diluido (1:1,500) en una solucién de suero
normal de cabra en TBS A (5%) a 4°C, durante toda una noche.

Los tejidos se lavaron tres veces, con 500 uL de TBS, 500 pL de TBS Ay 500 pL de
TBS B durante 5 minutos cada uno. Posteriormente, los tejidos incubaron con el
anticuerpo secundario de cabra anti-lgGs de ratén AlexaFluor 594 (Invitrogen, MA,
USA) diluido (1:500) en una solucién de suero normal de cabra (5%) en TBS A, por 1.5
horas a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 500 puL de TBS, 500 uL
de TBS A y 500 uL de TBS B durante 5 minutos cada uno, las muestras se
inmovilizaron en portaobjetos, se cubrié con medio de montaje Vectashield con DAPI
(Vector Labs) y un portaobjetos, y se sellaron los bordes con barniz. Las muestras se
observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Ix51 equipado con una
camara Olympus DP71, con la que se tomaron las fotografias, a través del software
DP Controller 3.2.1.276. De las fotos se seleccionaron las regiones del hipocampo
(CA1 y giro dentado) y talamo y se procedio a realizar la cuantificacién de la densidad
integrada (IntDen) con ayuda del software Imaged (National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA).
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Figura 6. Esquematizacion de los ensayos de inmunofluorescencia en cortes de
cerebro de ratones Tg-SwDI.

Hecho en https://biorender.com/.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con ayuda del software GraphPad InStat (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Las diferencias entre los grupos se evaluaron a través
de una prueba T de Student independiente. Las diferencias se consideraron
significativas a un valor P menor de 0.05.
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6. Resultados

La evaluacion de la expresion de GFAP en los ratones Tg-SwDI que recibieron tres
dosis intranasales de dexametasona y en los ratones que recibieron solo solucién
salina se llevd a cabo a través de ensayos de inmunofluorescencia. En estos ensayos
se utilizd un anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-GFAP y un anticuerpo
secundario de cabra anti-lgG+ de raton (AlexaFluor 594), debido a esto, es que la

GFAP se observa de color rojo.

Figura 7. Imdgenes representativas del hipocampo de ratones Tg-SwDI

Imagenes representativas del hipocampo de ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis intranasales de
dexametasona (n = 6) y de los ratones que recibieron solo solucién salina como grupo control (n = 3).

La marca roja, dada por AlexaFluor 594, indica la presencia de GFAP. La escala es de 2.0 mm.
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Figura 8. Imdgenes representativas del tdlamo de ratones Tg-SwDI

Imagenes representativas del talamo de ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis intranasales de
dexametasona (n = 6) y de los ratones que recibieron solo solucién salina como grupo control (n = 3).

La marca roja, dada por AlexaFluor 594, indica la presencia de GFAP. La escala es de 2.0 mm.

28



Facultad de Quimica

En la figura 8, donde se visualizan las imagenes representativas de la tincion de GFAP
en el tdlamo de ratones Tg-SwDI, se observa una diferencia notable en la intensidad
de la marca de GFAP, esta es de mayor intensidad en los ratones Tg-SwDI que
recibieron solo solucion salina (Control).

La diferencia en la intensidad de la marca de GFAP entre los ratones Tg-SwDI que
recibieron solo solucion salina y los ratones Tg-SwDI que recibieron el tratamiento de
dexametasona no es tan evidente en la region del hipocampo, como puede apreciarse
en la figura 7.

Para corroborar las diferencias cualitativas, se evalud la expresion de GFAP en los
cerebros de los ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis de dexametasona y los que
recibieron solo solucién salina, a través de la cuantificacién de la densidad integrada
(IntDen), de las imagenes tomadas, con ayuda del software ImagedJ y se procedio a
realizar una prueba T de Student independiente con estos datos. Los resultados,
mostrados en la figura 9 resaltan que hay una diferencia significativa en la region del
talamo entre los ratones Tg-SwDI que recibieron solo solucion salina y los ratones Tg-
SwDI que recibieron las tres dosis de dexametasona. Sin embargo, en la regién del
hipocampo, donde se tomaron por separado la region CA1 y giro dentado, se obtuvo
una diferencia significativa solo en la regién de giro dentado. Es decir, la expresion de
GFAP fue mayor en los ratones Tg-SwDI que recibieron solo solucion salina
unicamente en las regiones de talamo y giro dentado, mientras que en la region de
CA1 no hubo diferencia significativa entre los ratones Tg-SwDI que recibieron

dexametasona y los ratones Tg-SwDI que recibieron solo solucion salina.
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Figura 9. Imdgenes representativas y estimacion de inmunofluorescencia

A, Imagenes representativas del talamo e hipocampo de los cerebros de ratones Tg-SwDI que recibieron
tres dosis intranasales de dexametasona (n = 6) y de los ratones que recibieron solo solucion salina
como grupo control (n = 3). La marca roja, dada por AlexaFluor 594, indica la presencia de GFAP. La
escala es de 2.0 mm. B. Cuantificacion de inmunofluorescencia de GFAP en las regiones de talamo,
CA1 y giro dentado. Se observa una IntDen significativamente mayor en los ratones que recibieron solo
solucioén salina en las regiones de talamo y giro dentado (****P =0.0001)., en CA1 no se encontraron

diferencias significativas.
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7. Discusion

En el presente trabajo se encontré que los ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis
intranasales de dexametasona presentaron una menor reactividad astrocitica en las
regiones de talamo y giro dentado, evaluada a través de la expresion de GFAP, que
los ratones Tg-SwDI que solo recibieron solucion salina. Esto esta en concordancia
con lo reportado en un trabajo anterior donde se indujo la neuroinflamacién con una
inyeccion de lipopolisacarido en un modelo murino (Meneses et al., 2017). En dicho
trabajo se encontré que la dexametasona reducia la expresion de GFAP en ratones
tratados con dexametasona y que tal reduccién era mas pronunciada en la regién de
CA2; ademas de que la dexametasona, administrada intranasalmente, redujo
significativamente los niveles de IL-6 en el cerebro. Asimismo, se encontré que la
administracién intranasal de dexametasona reducia con mayor efectividad la expresion
de GFAP que la administracion intravenosa (Meneses et al., 2017). Otros estudios
demostraron que la dexametasona reduce la poblacion de astrocitos, al inhibir su
proliferacién y que esta reduccion es dependiente de la dosis de dexametasona
administrada, aunque si presenta un efecto maximo. (Crossin et al., 1997; Unemura et
al., 2012). En el presente estudio unicamente se utilizdé una dosis de dexametasona,
por lo que seria conveniente analizar el efecto de la dosis en la administracion
intranasal de dexametasona para el tratamiento de la reactividad astrocitica.

El hecho de que la via de administracion intranasal posea una mayor efectividad para
reducir la expresion de GFAP que la via de administracion intravenosa, se debe a que
la dexametasona, administrada por via intranasal, es capaz de llegar al SNC a través
del bulbo olfatorio y los nervios trigéminos. Asimismo, la dexametasona administrada
por via intranasal presenta una mayor biodisponibilidad en el cerebro que cuando se
administra de manera intravenosa. Aunado a esto, la dexametasona es internalizada
por los astrocitos, lo que puede explicar la modulacion en la expresidén de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, asi como su respuesta a algunos
neurotransmisores. (Pérez-Osorio et al., 2021). Las enfermedades

neurodegenerativas se han vuelto de mayor envergadura conforme han pasado los
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anos y los tratamientos disponibles aun son inadecuados. Varios estudios han
demostrado que la via de administracion intranasal puede transportar a los farmacos
directamente al cerebro al eludir la BHE. El transporte de las moléculas de la cavidad
nasal al parénquima cerebral ocurre, como se menciono anteriormente, a través del
bulbo olfatorio para dispersarse por el cerebro, alcanzando casi todas sus regiones.
La via de administracion intranasal se presenta como una combinacion de dos rutas,
una extracelular y una intracelular, sin embargo, parece que la ruta extracelular es la
mas importante en este proceso (Crowe et al., 2018). Este trabajo se une a la creciente
literatura sobre el potencial de la administracion intranasal para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Dentro del hipocampo se presentdé un comportamiento distinto en las dos regiones
donde se realizd la estimacion de la inmunofluorescencia de GFAP, giro dentado y
CA1. Mientras que en la region de giro dentado hubo una disminucién significativa en
la expresion de GFAP en los ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis intranasales
de dexametasona en comparacién con los ratones Tg-SwDI que recibieron solo
solucion salina, en la regién de CA1 no hubo diferencias significativas. Se ha visto que
estas dos regiones son sumamente diferentes en cuanto a su vulnerabilidad a varios
insultos, por ejemplo: EA, estrés e hipotiroidismo. También presentan diferencias
importantes en cuanto su capacidad de neurogénesis, la cual tiende a ser menor en
CA1; esta diferencia hace que el giro dentado sea mayormente regulado por diversos
factores ambientales y neurotréficos. ElI area de CA1 esta constituida por neuronas
piramidales grandes que estan empaquetas estrechamente; sin embargo, el giro
dentado, también compuesto por células densamente empaquetadas, posee células
de menor tamano y, por ende, estas regiones difieren a nivel funcional, celular y
molecular (Alkadhi, 2019).

Por lo mencionado anteriormente, estas dos regiones del hipocampo, CA1 y giro
dentado, responden de manera diferente a los agentes endégenos y medicamentos.
Un ejemplo de esto es que la noradrenalina modula la liberacion de glutamato en el
giro dentado, mientras que en la region de CA1 su efecto es minimo (Lynch & Bliss,
1986).

32



Facultad de Quimica

La reactividad astrocitica es una caracteristica predominante en la EA que esta
involucrada en la cascada degenerativa de la pérdida sinaptica. Los astrocitos,
activados por mediadores secretados por la microglia, forman parte del proceso
neuroinflamatorio al secretar, por su parte, citosinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-
a. A pesar de que la reactividad astrocitica comienza como un mecanismo de
proteccion en los estadios iniciales de la EA, termina siendo una pieza fundamental en
el proceso del deterioro cognitivo (Osborn et al., 2016b). Debido a esto, es que el
presente trabajo tiene especial relevancia, pues ha demostrado el efecto de la
administracién intranasal de dexametasona sobre la reactividad astrocitica y, por ende,
su potencial como posible tratamiento para la neuroinflamacién en general y la
neuroinflamacion presente en la EA. Es el primer estudio en un modelo de la AAC y
EA.

Los actuales tratamientos de la EA, IAChE y ARNMDA, han probado tener efectos
benéficos a corto plazo en la EA, ademas de ser seguros, sin embargo, ninguno de los
dos ha demostrado cambiar el curso o la progresiéon de la EA, aunado a que sus
efectos son modestos (Galimberti & Scarpini, 2016; Marucci et al., 2021; Olivares et al.,
2012). Por tal motivo, se sugiere que se realicen mas estudios sobre la administracion

intranasal de GCS como un tratamiento adyuvante de la EA.
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8. Conclusiones

La dexametasona administrada por via intranasal es capaz de reducir la
reactividad astrocitica, evaluada a través de la expresion de GFAP, en los

cerebros de ratones Tg-SwDI, modelo de la ACC y EA.
Es necesario realizar mas estudios sobre el efecto de la administracion

intranasal de dexametasona con el fin de proponer este protocolo como

tratamiento de la neuroinflamacién en diferentes enfermedades neuroldgicas.
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