TR M0LGRA
e > )
L

. el ‘?Pf‘
fage 2i

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

Evaluacion del efecto de la dexametasona administrada por
via intranasal sobre microglia en un modelo murino de
enfermedad de Alzheimer y Angiopatia Amiloide Cerebral
(Tg-SwDI)

Tesis

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

MONICA ALEJANDRA HERRERA ANGELES

ASESOR DEL TEMA

DRA. GOHAR GEVORGYAN

CIUDAD UNIVERSITARIA CDMX ANO 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Coello Coutifio Martha Patricia
VOCAL: Gevorgyan Gohar
SECRETARIO: Dominguez Romero Allan Noe
ler. SUPLENTE: Moreno Eutimio Mario Adan
2° SUPLENTE: Garcia Lozano Alberto

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Instituto de Investigaciones Biomédicas

Asesor del tema:

Dra. Gohar Gevorgyan

SUSTENTANTE:

Mdnica Alejandra Herrera Angeles

ii|Pdagina



Agradecimientos

Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de la Dra. Gohar Gevorgyan, en el
departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM,
y recibio apoyo financiero por el Programa de Apoyos a Proyectos de Investigacion
e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT-DGAPA-UNAM IN203322).

Agradezco a la Dra. Gohar Gevorgyan por la direccion de mi tesis, por su apoyo
académico y por impulsar mi formacion profesional.

Agradezco a la QFB. Alicia Mercedes Torres Paniagua por su asesoria durante la
realizacion de mi tesis.

Agradezco al M. en C. Gilberto Adrian Rodriguez Lépez por su asesoria durante la
realizacion de este proyecto.

Agradezco al Biol. Gonzalo Acero Galindo, técnico del laboratorio, por su ensefianza
y ayuda en el laboratorio.

Agradezco a los miembros de mi jurado, Dra. Martha Patricia Coello Coutifio y Dr.

Allan Noe Dominguez Romero por sus valiosas aportaciones y comentarios, los
cuales permitieron enriquecer el presente trabajo.

ii|Pagina



Indice

INdice de TabIAS Y FIQUIAS .....c..ceeueiieeeeeeeeee ettt ettt et neeaeeae e 2
1Yo [To=Yo [ 1o U= YRR 2
INOICE 08 TADIAS ... .cviviieeeeeeeeete ettt ettt ettt ettt e st e teere e e eesreareeneens 5

ADFEVIALUIAS ...ttt e e et e ettt a e e e e e e e e eeeta e e e e e e e eeeattna e e e eeeeeenrannnns 6

RESUIMIBI ... et e e ettt e e ettt e e ettt e e e e at e e e eeta e e aeetnaaaee 7

10T [ o o1 (o ] o 9
Enfermedad de AlZNEIMEr ... 10

[T o](o[=T001 0] (oo | = TSP PTPPRRPPPO 10
Tipos de Enfermedad de AlZNEIMET ..........ooouiiiiiii e 11
1 0] (oo | £- RS 12
FACIOIES 0B MEBSQO ...ttt 13
Angiopatia amiloide Cerebral..............uuiiiii oo 14
Relacién Angiopatia Amiloide Cerebral y Enfermedad de Alzheimer............cccccceee. 15
AP P e ——eae e e e e e e —————aaeea e e e e ————aaaeeaaaaanrraaes 16
Procesamiento de APP: produccCion de AR .......cooveeeiiiiiiii e 16

[ T g1 TaF=TodTo] g I [N Y ¢ RS 19
NEUroINFIAMACION .......ooiiiiiiiiiii s 19
1Y Tt o T |- PP UTT P PPPPPPRRPRN 20
LU ] Tox o = 21
MiCrOglia ACHVATA ... ... e e e e e e e e 22
o= USRS 24
Microglia en Enfermedad de AlZNEIMEr ............oeviiiiiiiiiiiiii e 24
DEXAIMEBLASONA ... eeee ettt ettt ettt e ettt e ettt e ettt e e et et e e e e e e e e aa e e e raa s 26
Dexametasona en Enfermedad de Alzheimer y Angiopatia Amiloide Cerebral ......... 30
Administracion Intranasal de DeXametasOna.............uvuuuueuuirririieriieniiereeee——.. 31
Via de administracion intran@asal............coooeeeeei oo 31
Caracteristicas de los farmacos para la administracion intranasal ...............ccc.......... 32
Mecanismos de administracion iNtranasal....................ueeuiiuerriiumieii————— 33
Modelos animales de la patologia de EA..........ooooiiiiiiiiiieeeieeee e 37
F N g (=T ot=To L= o L= SERPRRR 39
Planteamiento del problema ....... ... 39

[ [ 00 (=S TP PPPPRR P 40



ODJEtiVO gENETAL.......coiiiiiie 40

ODbjJetivos PartiCUIAres ... 40
Procedimiento EXPerimental .............ouuiiiiiiii i e 41
=] oo o] (oo - 1SR 41
RAIONES ... e ettt e ettt e e e e et e e e et e e e e et e e e aea s 42
Habituacion a la manipulacion de ratones para la administracion Intranasal............. 42
Tratamiento CON DeXamMEeTASONA .........cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 43
ODENCION A8 LEJIAOS ...ttt e e eaeens 44
Lol g aT0 gl ] [UTe] f =TT od =T oo - TR 44
ANAIISIS ESTAAISTICO .evvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 46
RESUIAAOS . ..o 46
Evaluacién de la expresion de Iba-1 en microglia de ratones Tg-SwDI tratados con
dexametasona y tratados con SOIUCION SAliNA. ............uuuvvuviriiiiiiiiii. 46
Evaluacion cualitativa de la asociacion entre la microglia positiva a Iba-1 con la
presencia de agregados amilOides. ..........ooouiiiiiii i 51
[ 1SY ol U ][ ISR 54
(00 T4 11153 0] 1= 1SS 59
PEISPECHIVAS ....ceviiiiii i e e e e e e e e e e e e e e e e e arr 59
RETEIENCIAS ..o 60

1|Pdgina



Indice de Tablas y Figuras

Indice de Figuras

Figura 1. Fases de la deposicion de AB en la Enfermedad de Alzheimer. Las areas del
cerebro que presentan deposicion amiloide en cada una de las fases estan representadas
con color rojo. Por otro lado, el gradiente a colores mas oscuros indica que la acumulacién
de AB es continua. (Hampel, H., et. al., 2021).......ccooiiiiiiiiiiiie e 13

Figura 2. Procesamiento proteolitico de APP: via amiloidogénica y via no amiloidogénica.
En la via no amiloidogénica, la a-secretasa realiza un corte sobre el dominio AB de la APP,
generando el fragmento sAPPa que es liberado al medio extracelular y C83 que permanece
en la membrana. Posteriormente la y-secretasa realiza un corte sobre C83, produciendo p3
y el fragmento AICD, que son liberados al medio extracelular y al citoplasma
respectivamente. Por otro lado, en la via amiloidogénica la a-secretasa realiza un corte
sobre APP fuera del dominio de AB, generando sAPP que es liberado al medio y C99 que
permanece en la membrana. La y-secretasa realiza el segundo corte sobre C99, generando
AB y AICD. En esta via AICD actua como un regulador transcripcional de varios genes,
mientras que en la no amiloidogénica es degradado. APP: proteina precursora amiloide; a-
sec. a-secretasa; [(-sec: [(-secretasa; y-sec: y-secretasa; sAPPa:APP-a soluble;
sAPPB:APP-B soluble; AICD: Amyloid precursor protein intracelullar domain; AB: péptido B-

amiloide. (Adaptacion de Coronel, R., et. al., 2019). .......ciiiiiiiiiiiicce e 18
Figura 3. Activacion de la microglia y muerte neuronal. (Shabab, T., et. al. 2017). ........ 22
Figura 4. Morfologia de la microglia (Rawlinson, C., et. al., 2020)........cccccceeeeeeeerviivinnnnn.. 23
Figura 5. Estructura quimica de la dexametasona ..............cceeeeeiieeeeiieeiiiicei e 27
Figura 6. Mecanismo de accion de los corticoesteroides en la inhibicién de la inflamacion
(Sibila, O. et. al., 2015). ...ccee i 28
Figura 7. Cavidad nasal humana (Campbell, C., et. al., 2012) ..........ooovriiieiieeeereieiriinnnn. 33

Figura 8. Transporte de farmacos al SNC via intranasal por mecanismos intracelulares y
extracelulares (Erdd, F., et. al., 2018). ...coooriiiiii 35

Figura 9. Cavidad nasal humana (A) y murina (B). Se muestran las zonas de la cavidad
nasal, asi como los nervios trigéminos y olfatorios que median el paso de las moléculas al
Sistema Nervioso Central. OE: Epitelio olfatorio; RE: epitelio respiratorio (Ganger, S., &

SchindoWsKi, K, 2018). ...uuuiiiieiiiieiiie e e e e et e e e e e e e r e e 36
Figura 10. Esquema de la construccion del modelo Tg-SwDI (Davis, J., Xu, et. al., 2004).
........................................................................................................................................ 37

Figura 11. Procedimiento esquematizado de la administracion intranasal de dexametasona
o0 solucién salina isotonica y de la obtencion y preparacion de cortes coronales de cerebros
de ratonNESs TO-SWDI. ... e e e ettt e e e e e e e e 41

2|Pagina



Figura 12. Procedimiento esquematizado de la técnica de inmunofluorescencia utilizando
cortes coronales de cerebros de ratones TQ-SWDI. .........coovviiiiiiiiiiiiiie 41

Flgura 13. Imagenes representativas de los cortes coronales de -2.155 mm a -2.480 mm
del bregma de cerebros de ratones Tg-SwDI utilizados en los experimentos. Se muestra en
azul la tincion de ndcleos con DAPI. La escalaes de 2.0 MM........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnnn, 47

Figura 14. Regiones estudiadas del hipocampo. Del lado izquierdo se muestra la referencia
del Allen Mouse Brain Atlas y del lado derecho la imagen representativa del corte coronal
de cerebro de ratén Tg-SwDI de 6 meses de edad, a -2.255 del bregma a una escala de 2.0
mm. Se muestra en azul la tincién de nucleos con DAPI. Se delimitan en lineas blancas las
zonas tomadas como GD y CA1l para posteriores analisis. GD: Giro dentado. Maodificado
de Allen MoUSE Brain AtlAs. .........cuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 47

Figura 15. Imégenes representativas de CA1 de ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis
intranasales de dexametasona (0.25 mg/Kg) o de solucién salina isoténica, cada una a los
3, 4y 5 meses de edad. Se muestra la tincion de Iba-1 en rojo. La escala es de 500
[V 0 PP 48

Figura 16. Imagenes representativas del giro dentado de ratones Tg-SwDI que recibieron
tres dosis intranasales de dexametasona (0.25 mg/Kg) o de solucion salina isoténica, cada
una a los 3, 4 y 5 meses de edad. Se muestra la tincion de Iba-1 en rojo. La escala es de
o100 o PO PRSP PPPRP PP 49

Figura 17. Imagenes representativas del talamo de ratones Tg-SwDI que recibieron tres
dosis intranasales de dexametasona (0.25 mg/Kg) o de solucién salina isoténica, cada una
alos 3, 4y 5 meses de edad Se muestra la tincién de Iba-1 en rojo. La escala es de 500
U] P 49

Figura 18. Cuantificacion de la expresion de lba-1 en microglia de ratones Tg-SwDI que
recibieron tres dosis intranasales de dexametasona o de solucion salina isoténica. Se
muestran imagenes representativas del hipocampo y del tAlamo a una escala de 2.0 mm, a
partir de las cuales se cuantificaron las tres regiones por separado: CAl, giro dentado y
tdlamo. No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los casos. Se muestran
los promedios + DE. Para el analisis estadistico se realiz6 una prueba de Mann Whitney
(p<0.05) mediante el software GraphPad Prism 8.0............ccvviiiiiiiiiiiiiie 50

Figura 19. Imagenes representativas de la region CA1l del hipocampo de cerebros de
ratones Tg-SwDI tratados intranasalmente con tres dosis de dexametasona (0.25 mg/Kg) o
con solucion salina isoténica en el caso del control, cada una a los 3, 4 y 5 meses de edad.
Se muestra en azul la tincién de nudcleos con DAPI, en rojo la expresion de Iba-1, en verde
AB y finalmente el merge, Las flechas blancas sefialan las zonas de colocalizacion de Iba-
1y AB. La eSCala €S A€ 500 HM....uuuuuiiiieiiuerieeeeeeueesenenennnnnnesenensesennensnsnennsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 52

Figura 20. Imagenes representativas del giro dentado de cerebros de ratones Tg-SwDI
tratados intranasalmente con tres dosis de dexametasona (0.25 mg/Kg) o con solucion
salina isotonica en el caso del control, cada una a los 3, 4 y 5 meses de edad. Se muestra
en azul la tincion de nucleos con DAPI, en rojo la expresion de Iba-1, en verde AB y
finalmente el merge. Las flechas blancas sefalan las zonas de colocalizacion de Iba-1 y
AB. La escala €S de 500 HIM. ....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeiiiieaaeebbbbaeabe bbb bbb b e bbb nnnnnnnnane 53

3|Péagina



Figura 21. Imagenes representativas del tdlamo de cerebros de ratones Tg-SwDI tratados
intranasalmente con tres dosis de dexametasona (0.25 mg/Kg) o con solucion salina
isoténica en el caso del control, cada una a los 3, 4 y 5 meses de edad. Se muestra en azul
la tincidn de ndcleos con DAPI, en rojo la expresion de Iba-1, en verde AB y finalmente el
merge. Las flechas blancas sefialan las zonas de colocalizacion de Iba-1y AB. La escala
LTSI o [T 01 I U o T 53

4|Pagina



indice de Tablas

Tabla 1. Caracteristicas de 12 EAIP Y EAIT ..o 12
Tabla 2. Interaccion de AR con receptores de microglia involucrados en la Enfermedad de
Y 74 1= 1 T PRSP 25
Tabla 3. Efectos secundarios del uso de glucocorticoides a largo plazo.........c.cccccceeveuennene. 29
Tabla 4. Esquema de administracién de l0s tratamientos............cceceeeeceeveieeceseceere e 43
Tabla 5. Anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunofluorescencia. ........................ 44

5|Pagina



Abreviaturas

AAC Angiopatia Amiloide Cerebral

Ac Anticuerpo

ADN Acido desoxirribonucleico

AF Alexa Fluor

AICD Dominio intracelular de la Proteina Precursora Amiloide
ApoE Apolipoproteina E

APP Proteina Precursora Amiloide

AR Beta amiloide

BHE Barrera hematoencefalica

C83 Fragmento carboxilo terminal de 83 aminoacidos
C99 Fragmento carboxilo terminal de 99 aminoacidos
DAPI 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DXM Dexametasona

EA Enfermedad de Alzheimer

EAIP Enfermedad de Alzheimer de Inicio Precoz
EAIT Enfermedad de Alzheimer de Inicio Temprano
GPCRs Receptores acoplados a proteinas G

h horas

Iba-1 Molécula adaptadora de union a calcio ionizado
lg Inmunoglobulina

IL Interleucina

IN Intranasal

\V Intravenoso(a)

kDa kilo Dalton

LPS Lipopolisacarido

M mol/litro

min minutos

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

PSEN1 Presenilina 1

PSEN2 Presenilina 2

SRs Receptores Scavenger

SSi Solucién Salina Isotdnica

sAPPa Proteina Precursora Amiloide alfa soluble
SAPPJ Proteina precursora Amiloide beta soluble

SNC Sistema Nervioso Central

TA Temperatura Ambiente

TBS Tris-buffer salino

Tg-SwDI Modelo transgénico Swedish Dutch lowa

TLR Receptores tipo Toll

TX Tratamiento

6|Pagina



Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo progresivo
que se caracteriza por la acumulacion de beta amiloide (AB) y ovillos neurofibrilares
compuestos de proteina tau hiperfosforilada en el cerebro; por otro lado, la
Angiopatia Amiloide Cerebral (AAC) es una neuropatologia en la cual AB se
acumula en vasculatura cerebral, causando eventualmente hemorragias e infartos

cerebrales.

Se sabe que una de las caracteristicas de estas enfermedades es la
neuroinflamacion croénica, la cual puede ocasionar dafio neuronal y muerte celular,
contribuyendo sustancialmente a la patogenia y a la sintomatologia clinica. Las
células de microglia, al ser los macréfagos residentes del Sistema Nervioso Central

(SNC), estan involucradas en este proceso.

Los glucocorticoides son potentes antiinflamatorios, sin embargo, su uso en
enfermedades del SNC ha sido limitado, principalmente debido a la gran cantidad

de efectos adversos que ocasiona su uso cronico y sistémico.

Por otro lado, la via intranasal tiene ciertas caracteristicas que permiten el facil
acceso de moléculas al SNC, una de ellas es la evasion de la barrera
hematoencefalica; por lo que, el uso de esta via en enfermedades del SNC ha
ganado interés en afios recientes ya que se espera lograr una respuesta efectiva
utilizando menores dosis de los farmacos y asi mismo, disminuyendo los efectos

secundarios ocasionados por la administracion sistémica de estos.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la dexametasona administrada por via
intranasal sobre microglia reactiva, se utilizaron ratones Tg-SwDI jovenes que al
cumplir los 6 meses de edad se sacrificaron para evaluar por medio de
inmunofluorescencia la expresién del marcador de microglia reactiva, Iba-1, y la
acumulacion de AB, esto ultimo para determinar de manera cualitativa la asociacion
entre la activacion de la microglia y su localizacion respecto a los agregados

amiloides. Como controles se utilizaron ratones de la misma cepa y edad, a los

7|Péagina



cuales se les administré solucion salina isotonica, esto con el objetivo de comparar

la respuesta de la microglia con y sin dexametasona.

En este trabajo se determind que no hay diferencias significativas entre la expresion
de Iba-1 en microglia de ratones tratados por via intranasal con dexametasona o
solucion salina isoténica en ninguna de las regiones evaluadas (hipocampo y
talamo).  Adicionalmente, se observé que no hay cambios en la distribucion de
microglia reactiva respecto a los agregados amiloides en ambos grupos. Por otra
parte, el andlisis cualitativo apunta a una tendencia de disminucion de la
acumulacion AB en el hipocampo y talamo de los ratones tratados con

dexametasona; sin embargo, se necesitan mas datos para un analisis cuantitativo.

En conclusiéon, se propone la cuantificacion de mas marcadores de microglia
activada, asi como de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias con el objetivo
de tener mas informacion acerca de las vias que pudieran estar involucradas;
asimismo se propone la cuantificacién de AB. Esto en conjunto permitird tener mas
claridad acerca del papel de la dexametasona sobre la microglia y la

neuroinflamacion en el modelo Tg-SwDI.
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Introduccion

Se le denomina “demencia” al grupo de sintomas asociados con el deterioro del
funcionamiento del cerebro (Alzheimer's Association, 2022). La demencia se
caracteriza por el declive de la capacidad cognitiva; afectando asi la memoria, el
aprendizaje, el pensamiento, la comprension, el comportamiento social y el control
emocional. Existen multiples tipos de demencia, las cuales son ocasionadas por
diferentes enfermedades que afectan al cerebro, como, por ejemplo, la enfermedad
de Alzheimer (EA) y los accidentes cerebrovasculares (Organizacion Mundial de la
Salud [OMS], 2020).

La demencia tiene un gran impacto a nivel mundial, pues afecta a unos 50 millones
de personas. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que
en el afio 2050 el nimero de personas con demencia alcanzara los 152 millones.
Dentro de los casos reportados en la actualidad, la EA representa entre el 60-70 %
(OMS, 2020).

Por lo tanto, es de suma relevancia contribuir al estudio de la EA ya que es
considerada la causa mas frecuente de demencia, ademas de que tiene un gran
impacto en la sociedad debido a la naturaleza de la enfermedad y a la variedad de
sintomas neuropsiquiatricos que ésta presenta y que, a su vez, ocasionan una
restriccion de las actividades diarias de los pacientes que la padecen (Piaceri et. al.,
2013).

Un mayor entendimiento de la patologia conducira a nuevas oportunidades

terapéuticas y a un mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes.
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Enfermedad de Alzheimer

En 1907, el psiquiatra Alois Alzheimer describio el primer caso de la EA,
correspondiente a una mujer de 51 afios cuyos sintomas incluian un rapido deterioro
de memoria, problemas de lenguaje y cambios en la conducta. A pesar de que en
ese momento se conocian diferentes neuropatologias incluyendo demencia senil, la
temprana edad de aparicion, asi como el hallazgo de ovillos neurofibrilares en el
tejido cerebral de la paciente diferenciaron esta condicion de las observadas

anteriormente (Castellani et al., 2011 y National Institute on Aging [NIA], 2021).

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo caracterizado por la
acumulacion en el cerebro del péptido B-amiloide (AB) en forma de placas
extracelulares y de la proteina tau hiperfosforilada, en forma de ovillos
neurofibrilares intracelulares. Cominmente la EA comienza con deterioro cognitivo
amneésico, es decir, la memoria es la que se ve afectada principalmente; sin
embargo, también puede presentarse deterioro cognitivo no amnésico (Knopman,
et. al., 2021).

Epidemiologia

La EA es el tipo de demencia que afecta a adultos mayores con mas frecuencia
(Reyna, et. al., 2014). Se estima que alrededor de 46.8 millones de personas en el
mundo padecen EA u otras demencias, mientras que para el 2030 este niumero
podria incrementar hasta los 74.7 millones (BrightFocus Foundation, 2021).

En cuanto a los datos reportados por parte de la Secretaria de Salud, en México se
estima que aproximadamente 1.3 millones de personas padecen esta enfermedad,
representando entre un 60 y 70 % de los casos de demencia reportados en el pais,

siendo adultos mayores de 65 afos los principalmente afectados.

Por otro lado, en Estados Unidos se realizé un estudio en el cual se reportd que
para el afio 2050 el nimero de personas mayores de 65 afios que padezcan EA

puede alcanzar los 12.7 millones en el pais (Alzheimer’s Association, 2022).
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El envejecimiento poblacional en combinacion con el aumento de la esperanza de
vida tiene como consecuencia un aumento en el numero de adultos mayores de al
menos 65 afnos, y, por lo tanto, se incrementa también la incidencia de EA tomando
en cuenta que uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de

esta enfermedad es la edad (Castellani et al., 2011).

Tipos de Enfermedad de Alzheimer

De acuerdo con la edad de aparicion de los sintomas, la EA se clasifica en dos tipos:
Enfermedad de Alzheimer de inicio precoz (EAIP) y Enfermedad de Alzheimer de
inicio tardio (EAIT). Las caracteristicas generales de cada una se mencionan a

continuacion (Tabla 1).

La EAIT, también conocida como EA de tipo esporadico, es el tipo de la EA que
predomina en la poblacion. Las causas puntuales por las cuales se da el inicio y la
progresién aun son desconocidas, sin embargo, se tiene la hipétesis de que la
enfermedad empieza a desarrollarse de 20 a 30 afios antes de que aparezcan los
primeros sintomas, por lo que es probable que la enfermedad sea el resultado de
una combinacion de factores de riesgo asociados al estilo de vida o a factores
genéticos (Foidl, B. M. & Humpel, C., 2020).

Por otro lado, la EAIP, también conocida como Alzheimer de tipo familiar, representa
aproximadamente solo el 3 % de los casos de EA (Foidl, B. M. & Humpel, C., 2020).
La enfermedad de Alzheimer de tipo familiar es ocasionada por mutaciones que se
heredan con un patron mendeliano. Las mutaciones implicadas ocurren en los
genes APP, PSEN1 y PSEN2 (Piaceri, 1., et. al., 2013).

11 |Padgina



Tabla 1. Caracteristicas de la EAIP y EAIT

EAIT EAIP
Edad de inicio Mas de 65 afios Menor de 65 afos
Forma de presentacion | Amnésica No amnésica
Progresion Lenta Réapida
Neuropsicolégica Peor memoria Peor funcion ejecutiva,

visuoespacial y praxias
Patologia Placas seniles y ovillos Placas seniles y ovillos
neurofibrilares neurofibrilares con mas

preservacion de

hipocampo
Genotipo ApoE Favorecido por uno o dos | Favorecido por ausencia
alelos €4 de alelos €4

Modificado de (Tellechea, P. et. al, 2018)

Patologia

La EA ocasiona cambios neuropatolégicos en el cerebro, entre los cuales se
encuentran las placas amiloides extracelulares, que pueden ser difusas o fibrilares.
Estas dltimas generalmente estan rodeadas de neuritas distréficas, astrocitos y
microglia activados, lo cual se asocia con una pérdida de la sinapsis. Asimismo, se
puede encontrar acumulacion de oligdmeros solubles de AB de 40 a 42 residuos de
aminoacidos que también son sinaptotoxicos. De forma paralela, en la EA, se
forman agregados de proteina tau hiperfosforilada y mal plegada, mejor conocidos
como ovillos o marafias neurofibrilares (Serrano-Pozo, A, et. al., 2011).

Estudios de imagenologia indican que la evolucién de la acumulacion de AR en el
cerebro se puede describir en cinco fases (Figura 1). Las primeras tres fases se
consideran como preclinicas porque no hay aparicion de sintomas aun; en ellas se
observa que la acumulacibn de AP comienza en la neocorteza (fase 1),
posteriormente se extiende a la alocorteza (fase 2) hasta llegar al diencéfalo (fase

3). En las fases 4 y 5 el paciente ya presenta sintomatologia, por lo que estas se
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definen como etapas clinicas. En la fase 4 se observan depésitos en algunos
nacleos del tronco encefalico, y finalmente, en la fase 5 la deposiciéon amiloide se
extiende hasta el cerebelo y nucleos adicionales del tronco encefélico (Thal, D. R.;
et. al.,2002).

Pre-clinical Stages

Phase 1 ‘ Phase 2 Phase 3

Clinical Stages

Phase 4 \ Phase 5§

Figura 1. Fases de la deposicion de AB en la Enfermedad de Alzheimer. Las areas del
cerebro que presentan deposicion amiloide en cada una de las fases estan representadas
con color rojo. Por otro lado, el gradiente a colores mas oscuros indica que la acumulacién
de AB es continua. (Hampel, H., et. al., 2021).

Factores de riesqo

La EA es considerada como una enfermedad multifactorial, sin embargo, se sabe
gue la edad es el factor de riesgo mas importante al hablar de EA y demencia; un
claro ejemplo de ello esta en que su prevalencia incrementa un 19 % en individuos
de 75 a 84 afios y de 30 a 35 % en mayores de 85 afios (Armstrong, R. A., 2019).

En cuanto a los factores de riesgo genéticos, ciertas mutaciones han sido
encontradas en pacientes con EAIP (Alzheimer de tipo Familiar), principalmente en
los genes APP, PSEN1 y PSEN2.
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El procesamiento proteolitico de APP da lugar a la formacion de péptidos AR, por lo
gue, mutaciones en dicho gen pueden ocasionar un incremento de la produccion de
AB vy, por ende, un aumento en su acumulacion (Armstrong, R. A., 2019). Por otro
lado, la presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) estan relacionadas con y-
secretasa, que es una de las enzimas que juega un papel importante en la
protedlisis de APP, por lo que, de igual manera, mutaciones en dichos genes

pueden provocar cambios en la produccion de AB (Kabir, M. et. al, 2020.).

Con respecto a la EAIT o esporadica, se sabe que un factor predisponente es la
apolipoproteina E (ApoE), ya que, dependiendo del alelo que posea el individuo,
éste puede incrementar la posibilidad de desarrollar la enfermedad si se trata del
alelo €4 o bien, de reducir dicho riesgo si se trata del alelo €2 (Foidl, B, & Humpel,
C., 2020). Sin embargo, més del 60 % de los casos de EAIT no estan asociados con
el alelo €4 (Piaceri, 1., 2013); por lo que, en realidad, el desarrollo y progresion de
esta patologia es mas compleja y estan involucrados otro tipo de factores de riesgo
asociados al estilo de vida, como por ejemplo, el tipo de alimentacion, estrés,
consumo de alcohol y tabaco, exposicién a metales pesados, inflamacién crénica y
factores vasculares como hipertensién, diabetes, hipercolesterolemia, entre otros
(Foidl, B. M. & Humpel, C., 2020 ; Armstrong, R., 2019).

Angiopatia amiloide cerebral

La angiopatia amiloide cerebral (AAC) es un desorden cerebrovascular que se
caracteriza por la deposicion de péptido AR en las paredes de vasos sanguineos
cerebrales de tamafio pequefio y mediano (Kuhn J & Sharman T, 2021). En
contraste con la EA, los depésitos amiloides vasculares estan constituidos

principalmente por AB40 (Viswanathan, A., & Greenberg, S. M., 2011).

La deposicién amiloide en la vasculatura cerebral ocasiona el deterioro de los vasos
sanguineos, volviéndolos mas fragiles y, en consecuencia, mas susceptibles a las
hemorragias cerebrales. La zona en la cual ocurra, asi como la extension de esta,

son factores que van a determinar las complicaciones que presenten los pacientes
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(Kuhn J & Sharman T, 2021); sin embargo, el I6bulo occipital es la zona del cerebro
gue suele ser afectada con mayor frecuencia y severidad en pacientes con AAC.
(Yamada, M., 2000).

La AAC puede ser de tipo familiar o esporadica, tal como ocurre en la EA. En la AAC
de tipo familiar estan involucradas mutaciones en el gen APP, las cuales alteran el
procesamiento de AR y pueden favorecer la producciéon de péptidos AP
vasculotrépicos, mientras que en la de tipo esporadico aun no se tiene claro el
mecanismo por el cual ésta se desarrolla; sin embargo, entre los factores que
pudieran influir se encuentran la edad, la hipertension, inmunoterapias anti-AB y
terapias tromboliticas o anticoagulantes. Por otro lado, existe evidencia de que el
gen ApoE pudiera estar involucrado, pues se ha observado que personas que
poseen el alelo €2 o €4 tienen mayor susceptibilidad a presentar hemorragias
cerebrales en comparaciéon con el resto de la poblacién (Yamada, M., 2015; Kuhn
J, & Sharman T., 2022).

Relacion Angiopatia Amiloide Cerebral y Enfermedad de Alzheimer.

La AAC se encuentra en pacientes que padecen EA con una incidencia del 80 al
90 % (Yamada, M., 2015), sin embargo, es importante mencionar que esta patologia

también puede desarrollarse en ausencia de la EA.

En otros trabajos, se ha demostrado la coexistencia de estas enfermedades; por
ejemplo, al realizar autopsias de cerebros de personas mayores pertenecientes al
Religious Order Study, se observo que la correlacion entre la severidad de la AAC
y EA fue de 0.68 (Arvanitakis, Z., et. al., 2011); mientras que los resultados
obtenidos en otro estudio realizado a partir de datos recuperados del National
Alzheimer’s Coordinating Center de Estados Unidos demuestran que el grado de
severidad de la AAC se correlacionaba con la densidad de las placas neuriticas que
presentaban los cerebros, asi como con el deterioro cognitivo de los pacientes.
(Brenowitz, W.D., et. al., 2015).
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A pesar de la coexistencia de estas enfermedades, los mecanismos por los cuales
se desarrollan y ocasionan dafio a los tejidos no han sido dilucidados por completo,
pero al parecer son independientes entre si ya que la EA promueve pérdida
neuronal y sinaptica mientras que la AAC genera lesiones tisulares por medio de
hemorragias o lesiones isquémicas en el cerebro. Sin embargo, probablemente
coexisten debido a que el péptido AB tiene un papel patogénico en ambas

enfermedades (Greenberg, et. al., 2020).

Asimismo, la presencia de AAC en EA se asocia con un declive cognitivo mas
marcado y cuyo desarrollo es mas rapido, indicando que, a pesar de que los
mecanismos implicados en cada patologia son distintos, finalmente contribuyen a la

sintomatologia clinica (Greenberg, et. al., 2020).

PP

La proteina precursora amiloide (APP) es una glicoproteina transmembranal cuyo
procesamiento proteolitico da origen al péptido AR, el cual puede tener una longitud
de 38 a 43 aminoacidos (Rukmangadachar, L. A., & Bollu, P. C, 2022; Chow, V. W.
et. al., 2010).

Actualmente se desconoce cuales son las funciones fisiologicas de la APP, sin
embargo, estudios recientes han propuesto que tiene un papel importante en el
desarrollo neuronal y su maduracion puesto que se ha observado una expresién
elevada de APP en embriones que estan en etapas tempranas del desarrollo del
sistema nervioso; mientras que en cerebros adultos se propone que es una proteina
multimodal capaz de modular diversos procesos bioldgicos, desde la regulaciéon
transcripcional hasta la regulacion de la sinapsis (Mdiller et al., 2017; Coronel, R., et.
al., 2019).

Procesamiento de APP: produccion de A

Existen dos vias para el procesamiento de APP mediadas por enzimas proteoliticas:
la via amiloidogénica y la via no amiloidogénica (Figura 2).
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La via no amiloidogénica como su nombre lo indica, se caracteriza por no producir
péptido AB, y, en condiciones homeostaticas, ésta es la via predominante. En ella,
la a-secretasa realiza un corte sobre el dominio A de la APP, evitando la produccién
de este péptido y generando en su lugar el fragmento sAPPa, que es liberado al
medio extracelular, mientras que el fragmento del carboxilo terminal, C83,
permanece en la membrana celular. Posteriormente, la y-secretasa ejerce un corte
sobre C83, produciendo el péptido soluble p3 y el fragmento AICD (Amyloid
precursor protein intracelullar domain), los cuales son liberados al medio
extracelular y al citoplasma, respectivamente (Coronel, R., et. al., 2019).

Por otro lado, la via amiloidogénica se caracteriza por la produccién de péptido A.
En esta via, la B-secretasa realiza el primer corte sobre APP fuera del dominio de
AB, por lo que la formacién de este péptido no puede ser evitada. Como resultado
de este primer corte, se generan el fragmento sAPP[3, que es liberado al medio
extracelular, y el extremo carboxilo terminal C99. Posteriormente, la y-secretasa
realiza un corte sobre C99, liberando el péptido AR al medio extracelular y el
fragmento AICD al citoplasma (Coronel, R., et. al., 2019). Los fragmentos de AR
tienden a agregarse y a formar las placas amiloides caracteristicas de la EA (Chow,
V. W. et. al., 2010).

Non-amyloidogenic pathway | Amyloidogenic pathway

APP —] APP

sAPPa sAPPB

Degradation @ AICD f—\rp Target
’ £ genes

L _|AICD

Cytoplasm | Nucleus
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Figura 2. Procesamiento proteolitico de APP: via amiloidogénica y via no amiloidogénica.
En la via no amiloidogénica, la a-secretasa realiza un corte sobre el dominio AB de la APP,
generando el fragmento sAPPa que es liberado al medio extracelular y C83 que permanece
en la membrana. Posteriormente la y-secretasa realiza un corte sobre C83, produciendo p3
y el fragmento AICD, que son liberados al medio extracelular y al citoplasma
respectivamente. Por otro lado, en la via amiloidogénica la a-secretasa realiza un corte
sobre APP fuera del dominio de AB, generando SAPPg que es liberado al medio y C99 que
permanece en la membrana. La y-secretasa realiza el segundo corte sobre C99, generando
AB y AICD. En esta via AICD actia como un regulador transcripcional de varios genes,
mientras que en la no amiloidogénica es degradado. APP: proteina precursora amiloide; a-
sec: a-secretasa; f-sec. [-secretasa; y-sec: y-secretasa; SAPPa:APP-a soluble;
SAPPB:APP- soluble; AICD: Amyloid precursor protein intracelullar domain; AB: péptido (-
amiloide. (Adaptacion de Coronel, R., et. al., 2019).

Como resultado de los cortes de la B y y-secretasa, se pueden generar mondmeros
de AR de diferentes longitudes. Las isoformas solubles mas comunes son: AB1-40
(<80 %), AB1-38 (<20 %) y AB1-42 (10 %). i) AP1-40, que es la isoforma mas soluble y
abundante en la patogénesis de la AAC, tiende a depositarse en vasculatura,
i) AB1-3s tiende a agregarse menos tanto en parénquima como en vasculatura vy,
i) AB1-42 es el péptido mas patogénico en EA puesto que es el mas hidrofobico, lo
gue favorece su agregacion en oligémeros y fibrillas (Tarasoff-Conway, J. M., et. al.,
2015).

El péptido AB esta altamente conservado pues tiene una homologia de alrededor
del 60 y 70 % entre la secuencia de humano y de otros vertebrados. En
consecuencia, esto sugiere que también tiene funciones fisiologicas, las cuales
aparentemente dependen de la isoforma de AB. Entre las funciones que han sido
encontradas, se ha observado que monémeros de AB42 promueven la proliferacion
de células madre neuronales de humano y gliogénesis, mientras que monémeros

de AB4o promueven la diferenciacion neuronal (Coronado, R., et. al., 2019).

En cuanto al resto de los fragmentos generados durante el procesamiento
proteolitico de APP, las funciones aun no son del todo conocidas. Se asocia a
sAPPa con funciones neuroprotectoras y neurotroficas, las funciones de sAPPf son
desconocidas y en cuanto a C83 y C99 no se han descubierto funciones bioldgicas
relevantes (Chow, V. W. et. al., 2010); Coronel. R., et. al., 2019).
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Eliminacion de AR

La eliminacion de AP del cerebro es un proceso importante puesto que su
deficiencia, puede provocar la acumulacion del péptido. Existen evidencias de que
incluso la eliminacion de AR tiene mayor influencia en el desarrollo de la EA que un
aumento en su produccion. Ademas, las deficiencias en la eliminacion son de
relevancia puesto que también pueden predisponer al desarrollo de AAC. (Yoon, S.
S.,&Jo, S. A, 2012)).

Diferentes mecanismos estan involucrados en la eliminacion de AR, los que se
conocen hasta el momento incluyen la degradacion enzimatica, el drenaje
perivascular, la fagocitosis y el transporte a través de la barrera hematoencefélica;
sin embargo, se desconoce cuanto contribuye cada uno de ellos (Greenberg, S. M.,
et. al.,2020)

Neuroinflamacion

La inflamacion es un proceso mediado por el sistema inmunol6gico cuyo propésito
es proteger y defender al organismo de estimulos extrafios y patbgenos mediante
el control y eliminacion de estos; sin embargo, cuando ocurre de manera
exacerbada y cronica, puede tener un efecto contraproducente puesto que favorece

el dafio en el tejido afectado (Lyman, M., et. al., 2014).

En la respuesta inflamatoria estan involucrados diferentes tipos de células que
interaccionan entre si, ademas de mediadores proinflamatorios y moléculas de
sefializacion como prostaglandinas, citocinas, 6xido nitrico, entre otras (Lyman, M.,
et. al., 2014).

De manera concreta, la neuroinflamacion es un término que describe las respuestas
inflamatorias que se dan en el SNC y que involucran a las células presentes en el
mismo, como la microglia y los astrocitos. El grado de neuroinflamacion depende
del contexto, la duracion y el tipo de estimulo que desencadend la respuesta.
(DiSabato, D. J., et. al., 2016).
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En el caso de la EA, se sabe que una de las caracteristicas de la patologia es la
neuroinflamacion cronica, la cual contribuye al dafio en el SNC, al deterioro sinaptico
y, por ende, a la sintomatologia. Ademas, se ha observado que en la EA se genera
un microambiente que favorece la auto propagacion de neuroinflamacién ya que,
por un lado, los mediadores proinflamatorios pueden contribuir a una aceleracion en
el proceso de acumulacion de agregados amiloides y proteina tau hiperfosforilada
y, por otro lado, el desarrollo de la enfermedad inicia y contribuye a la
neuroinflamacion y promueve la activacion de astrocitos y microglia, lo que resultara
eventualmente en una mayor produccion de moléculas proinflamatorias (Lyman, M.,
et. al., 2014).

Microglia

La microglia tiene un rol importante en la neuroinflamacion puesto que es la
poblacion de macrofagos residentes del SNC y, por lo tanto, esta implicada en la
defensa y reparacion de este (Perry, V. et. al., 2010; Shabab, T., et. al. 2017). Se
ha demostrado que la microglia proviene de los precursores del saco vitelino
embrionario y que mantiene su poblacién en el SNC mediante autorrenovacion, es
decir, hay poca contribucion por parte de las células sanguineas (Li, Q., & Barres,
B. A., 2018)

La distribucion de la microglia no es homogénea, siendo el hipocampo, ganglios
basales y la sustancia negra las regiones mas pobladas. No se conoce exactamente
por qué su distribucién es heterogénea, pero podria deberse a que la microglia
tenga funciones homeostaticas localizadas, lo cual implica que su participacién en
procesos neurodegenerativos, asi como la sensibilidad a una desregulacion de la

microglia, también sea diferente segun la region (Rawlinson, C., et. al., 2020).

Anteriormente se hacia uso del término “microglia en reposo” para referirse a
aguella microglia que no estéa involucrada en un contexto patolégico (Perry, V. et.

al., 2010); sin embargo, la microglia es una poblacion celular que esta en continuo
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funcionamiento, y cuya participacion es esencial para el mantenimiento de la

homeostasis y no Unicamente en procesos patoldgicos.

Funciones

La microglia es principalmente reconocida porque se encarga de examinar el
entorno en el que se encuentra en busca de patdgenos, cuerpos extrafios y células
apoptoticas con el objetivo de fagocitar dichos elementos y mantener la homeostasis
(Lee, C. & Landreth, G., 2010); sin embargo, la microglia lleva a cabo otras
funciones que de igual manera son esenciales para el desarrollo del cerebro vy el
mantenimiento de la homeostasis, ya que ademas interactda con otras células que
residen en el SNC tales como las neuronas, oligodendrocitos y astrocitos (Borst, K.,
Dumas, A. A., & Prinz, M., 2021).

Durante el desarrollo del cerebro se forma una gran cantidad de sinapsis, sin
embargo, para un correcto funcionamiento de la red neuronal algunas deben ser
eliminadas. En este proceso mejor conocido como “poda sindptica”, la microglia
detecta y engulle el material sinaptico de las neuronas menos activas. Asimismo, la
microglia también se encarga de la eliminacion de células apoptéticas, lo cual

previene la inflamacién y la autoinmunidad (Bohlen, C. J., et. al., 2019).

La microglia postnatal participa en el proceso de maduracion de los
oligodendrocitos, en su mantenimiento y en el proceso de mielinogénesis, aunque
los mecanismos por los cuales se lleva a cabo esta interaccion entre ambos tipos
celulares aun no han sido dilucidados por completo (Borst, K., Dumas, A. A., & Prinz,
M., 2021).

Por otro lado, los astrocitos proveen a la microglia de factores troficos como CSF1,
IL-34, TGF-B y colesterol, promoviendo sus funciones y morfologia homeostatica.
Durante la poda sinaptica, los astrocitos detectan sinapsis redundantes y secretan
IL-33, la cual recluta a la microglia. Ademas, ambas células se coordinan para la
eliminacion de células apoptoticas, siendo la microglia la que se encarga de
fagocitar dendritas, cuerpos celulares y nudcleos mientras que los astrocitos
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fagocitan cuerpos dendriticos apoptoticos pequefios (Borst, K., Dumas, A. A, &
Prinz, M., 2021).

Microglia activada

Ante algun signo de infeccion, dafio o estimulo anormal, la microglia se activa,
prolifera, migra a los sitios donde esto esta ocurriendo y ejerce su funcion reclutando
otras células, realizando fagocitosis y secretando factores apoptéticos,
proinflamatorios y otros compuestos neurotoxicos (Figura 3). La activacion de la
microglia tiene como objetivo eliminar los patégenos, teniendo un papel
neuroprotector; sin embargo, durante el proceso también puede matar neuronas
sanas, por lo que, si la neuroinflamacion es persistente y eventualmente crénica, el
efecto sera neurodegenerativo. En general, la activacién de la microglia es un
proceso complejo, puesto que hay cambios visibles en su morfologia, pero también

en el perfil de expresion de genes y proteinas (Shabab, T., et. al. 2017).

Inflammatory Mediators and Chemokines
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Figura 3. Activacion de la microglia y muerte neuronal. (Shabab, T., et. al. 2017).
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La morfologia de la microglia puede variar de acuerdo con la edad, el sexo y la
region; sin embargo, los mayores cambios morfolégicos ocurren cuando hay algin
proceso patologico o inflamatorio (Figura 4). En homeostasis, la microglia tiene una
forma ramificada y con un soma pequefio, esto le permite extraer y retraer sus
procesos para monitorear su entorno; sin embargo, al estar en un ambiente
inflamatorio, la microglia retrae los procesos, adoptando una forma ameboide
(Rawlinson, C., et. al., 2020 & Davis, B. M., et. al., 2017).

State of “Activating”

Restmg “Actnvatmg”

I .‘ | ‘ lll

Figura 4. Morfologia de la microglia (Rawlinson, C., et. al., 2020).

Anteriormente la microglia activada era categorizada segun sus funciones
predominantes en microglia proinflamatoria (M1) o antiinflamatoria (M2), ademas
del estado en “reposo”, también conocido como MO. Sin embargo, actualmente se
prefiere no usar dicha clasificacion puesto que asume que la poblacion de la
microglia es homogénea, polariza su fenotipo y su funcion, mientras que omite que
hay otros fenotipos intermedios en los cuales hay diferentes perfiles de expresion.
Por lo que, a pesar de que actualmente no hay una clasificacion oficial de los
diferentes fenotipos de microglia activada, se recomienda que este sea descrito por
mediciones fisioldégicas cuantitativas y no solamente por mediciones cualitativas

como lo es la morfologia (Rawlinson, C., et. al., 2020 & Davis, B. M., et. al., 2017).
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Se han realizado estudios transcriptomicos en poblaciones celulares de modelos
murinos de enfermedades neurodegenerativas, y se ha encontrado que la microglia
activada expresa un set de genes mejor conocidos como DAM o microglia asociada
a dafo. En general, este tipo de microglia expresa mas genes asociados a
lisosomas, fagosomas y presentacion de antigenos. (Bohlen, C. J., et. al., 2019).

lba-1

La proteina Iba-1 (molécula adaptadora de union a calcio ionizado 1) es un miembro
del grupo de proteinas que se unen a calcio, su peso molecular es de 17 kDa y dado
gue se expresa en microglia y en macréfagos, es utilizada como marcador de estos
tipos celulares, ya que, ademas, la secuencia de Iba-1 esta altamente conservada
entre humanos y animales (Korzhevskii, D. E., & Kirik, O. V. 2016).

Las funciones de Iba-1 son poco conocidas, sin embargo, se ha observado que

participa en procesos que ocurren durante la fagocitosis (Ohsawa, K., et. al., 2004).

Por otro lado, se ha reportado que la expresion de lba-1 esta aumentada en
microglia activada de personas con diferentes enfermedades cerebrales; por lo que
en otros estudios se ha utilizado a esta proteina como un marcador de microglia
activada y en la caracterizacion de su morfologia, distribucion, asi como para su
cuantificacion (Shi, F. J., et. al., 2021).

Microglia en Enfermedad de Alzheimer

La microglia puede responder no sélo a signos de infeccién o dafio, sino que
también puede ser activada por otros estimulos como AR, prueba de ello es que, en
cerebros de personas con EA y en modelos murinos, se ha observado que la
microglia se encuentra activada y rodeando a las placas amiloides (Lee, C. &
Landreth, G., 2010, Yu, Y., & Ye, R. D., 2015). Estas placas pueden tener distinta

morfologia; las compactas suelen estar en contacto cercano con la microglia de los
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alrededores, mientras que las placas difusas suelen estar en regiones donde la

microglia no es muy abundante (Bohlen, C. J., et. al., 2019).

AP activa a la microglia por medio de distintos receptores de membrana (Tabla 2),
entre los cuales se encuentran receptores de tipo Scavenger, acoplados a proteinas
G y receptores tipo Toll. Asimismo, existe evidencia de que el receptor TREM2
también interactla directamente con AB y regula su degradacién y otros procesos
de la microglia como la migracioén (Zhao, Y., et. al., 2018).

Tabla 2. Interaccibn de AB con receptores de microglia involucrados en la
Enfermedad de Alzheimer

Receptor Union a Expresion Importancia en
AB EA (microglia)
SRs SCARA-1 sAB y fAB Microglia, 1 fagocitosis de
macréfagos, sABy fAB
monocitos
CD36 fAB Microglia, 1 ROS y fagocitosis
macréfagos, de AB
monocitos,
astrocitos
RAGE sAB Microglia y Induce mediadores
astrocitos proinflamatorios y

migracion celular

GPCRs CMKLR1 sAB Microglia 'y 1 captacion de AR
astrocitos
TLRs CD14/TLR2/TLR4 fAB Microglia Induce respuesta

inflamatoria y
fagocitosis de A
Modificado de (Yu, Y., & Ye, R. D., 2015).
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En etapas tempranas de la EA, la microglia se asocia con las placas amiloides y
forma una barrera protectora alrededor de las mismas con el proposito de
compactarlas y que sean menos toxicas para las neuronas, asi como para prevenir
su extension. (Hansen, D. V., et. al., 2018). Ademas, se han observado agregados
de AB en endosomas y lisosomas de microglia, confirmando asi su capacidad de

fagocitosis de oligébmeros de AB (Bohlen, C. J., et. al., 2019).

A pesar de sus funciones protectoras, existe evidencia de que la actividad de la
microglia, sobre todo en etapas tardias de la EA, puede tener efectos dafiinos y
neurodegenerativos, ya el avance de la EA puede resultar en una disminucion de la
capacidad fagocitica de la microglia, lo cual repercute directamente sobre la
eliminacion de AB (Lee, C. & Landreth, G., 2010).

Aunado a la disminucion de la capacidad fagocitica, la microglia mantiene su
habilidad de producir citocinas proinflamatorias en respuesta a AP, las cuales
pueden reducir la expresion de receptores a AB y enzimas, llevando a una menor
capacidad de eliminacion de AB, mayor acumulacion, asi como a la persistencia del
ambiente inflamatorio (Yu, Y., & Ye, R. D., 2015). En conjunto, esto favorece la

progresion de la enfermedad.

Dexametasona

La dexametasona (DXM) es un corticoesteroide fluorado con alta capacidad
antiinflamatoria e inmunosupresora de larga duracién de accion (Vademecum,
2021). La DXM tiene una gran variedad de usos terapéuticos, incluyendo el
tratamiento de enfermedades enddcrinas, reumaticas, alérgicas, dermatolégicas,
oftalmicas, gastrointestinales, neoplasicas, entre otras; incluso se recomendd su
uso a partir de junio del 2020 para el tratamiento de COVID-19 en personas con

sintomas respiratorios severos (DrugBank., 2022).
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Figura 5. Estructura quimica de la dexametasona

Mecanismo de accidén

Por su estructura pequefia y lipofilica, los corticoesteroides son capaces de
atravesar la membrana celular y posteriormente entrar al citoplasma, en donde se
unen a receptores de glucocorticoides intracitoplasmaticos. La activacién de estos
receptores ocasiona que el complejo farmaco-receptor sea traslocado al nucleo, en
donde se une de manera reversible a sitios especificos del ADN (Yasir M, et. al.,
2022).

En general, existen tres mecanismos moleculares implicados en los efectos de los
corticoesteroides (Figura 6). En el primero, mejor conocido como transactivacion, el
complejo farmaco-receptor se une a secuencias de ADN localizadas en regiones
promotoras de genes que inducen la transcripcion de moléculas antiinflamatorias,
como IL-10, el receptor de IL-1 o lipocortina 1. De manera alterna, en la
transrepresion el complejo farmaco-receptor regula de manera negativa factores de
transcripcion proinflamatorios, como la proteina activadora-1 y NF-kB, lo cual inhibe
la transcripcion de genes con un papel importante en la inflamacion, afectando la
sintesis de diversas citocinas como IL-6, TNF- q, IL-4, entre otras. (Sibila, O. et. al.,
2015; Yasir M, et. al., 2022).

En el tercer mecanismo, los corticoesteroides se unen a receptores localizados en

la membrana celular e intervienen segundos mensajeros. Al ser un mecanismo no
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gendmico, algunos le atribuyen los efectos mas rapidos de los corticosteroides.
(Sibila, O. et. al., 2015; Yasir M, et. al., 2022).

Al alterar la produccion de mediadores inflamatorios por medio de los mecanismos
anteriormente mencionados, los glucocorticoides provocan la supresion del sistema
inmunologico y una disminucién de la inflamacién, ya que ademas se dirigen a una
amplia variedad de células, incluidos los linfocitos T, los macrofagos, los neutrofilos,
los eosindfilos y los basdfilos. Algunos de los efectos posteriores de los
glucocorticoides incluyen: la inhibicion de la adhesion de neutréfilos a las células
endoteliales, disminuciéon de la proliferacion de fibroblastos, disminucion de la
fagocitosis y de la presentacién de antigenos por macrofagos, disminucion de la
produccion de citocinas por macrofagos y linfocitos, inhibicion de la fosfolipasa A2
como efecto de la sintesis de lipocortina-A, lo que resulta en una reduccion en la

sintesis de derivados del acido araquidonico, entre otros (Yasir M, et. al., 2022).

Genomic pathway MNon-genomic pathway
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IL-10 IL-4
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Nucleus IL-6

IL-13
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VCAM-1
DNA C
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Figura 6. Mecanismo de accion de los corticoesteroides en la inhibicion de la inflamacion
(Sibila, O. et. al., 2015).
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Efectos secundarios

Dado que los glucocorticoides son estructural y farmacolégicamente similares a la
hormona enddgena cortisol, estdn implicados una gran variedad de funciones
celulares, por lo cual los efectos secundarios son muy comunes. Se ha reportado
gue mas del 90 % de los pacientes en tratamientos con una duraciéon mayor a 60
dias presentan efectos secundarios (Tabla 2), los cuales pueden ser enddcrinos,
neuropsiquiatricos, gastrointestinales, musculoesqueléticos, cardiovasculares,

oculares o inmunoldgicos (Oray, M., et. al., 2016).

Tabla 3. Efectos secundarios del uso de glucocorticoides a largo plazo

Sistema afectado Efectos secundarios

Musculoesquelético | Osteoporosis, necrosis avascular en huesos, miopatia
Endocrino y Hiperglicemia, diabetes mellitus, dislipidemia
Metabdlico ganancia de peso, sindrome de Cushing, supresion del

crecimiento, supresion adrenal
Gastrointestinal Gastritis, Ulcera péptica, sangrado gastrointestinal,
perforacion visceral, esteatosis hepatica, pancreatitis
Cardiovascular Hipertension, enfermedad coronaria, cardiopatia
isquémica, fallo cardiaco
Dermatol6gico Dermatoporosis, atrofia cutanea, equimosis, purpura,
erosiones, estrias, retraso en la cicatrizacion,
moretones, acné, hirsutismo, pérdida capilar
Neuropsiquiatrico Cambios en el estado de animo, depresion, euforia,
irritabilidad, acatisia, ansiedad, deterioro cognitivo,
psicosis, demencia
Oftalmolodgico Cataratas, glaucoma, ptosis, midriasis, infecciones
oculares oportunistas, coriorretinopatia serosa central
Inmunoldégico Supresion de la inmunidad celular, predisposicion a
infecciones, reactivacion de infecciones latentes
Modificada de (Oray, M., et. al., 2016).
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Dexametasona en Enfermedad de Alzheimer y Angiopatia Amiloide Cerebral

Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que en la EA estan involucrados
varios procesos inflamatorios, por lo tanto, existe el interés de estudiar si estos
tienen un papel patogénico y si su inhibicidén reduce el riesgo y el desarrollo de la
enfermedad. Como ya se ha mencionado, los corticoesteroides son farmacos con
un potente efecto antiinflamatorio, por lo que el estudio de su administracion en
enfermedades del SNC es interesante; sin embargo, el nimero de investigaciones
gue analicen el efecto de la dexametasona u otros corticoesteroides es limitado,
probablemente debido a que el uso crénico de este tipo de medicamentos ocasiona

muchos efectos secundarios (Beeri, M. S, et. al., 2012).

No obstante, en un estudio post mortem se analizaron cerebros de personas que
presentaron placas neuriticas, ovillos neurofibrilares y que hubieran estado en
tratamiento con corticoesteroides; como resultado encontraron que los cerebros con
estas caracteristicas presentaban una disminucion del 50 % de placas y ovillos
neurofibrilares en comparacién con los cerebros de sujetos no medicados (Beeri, M.
S., et. al., 2012). Por otro lado, se ha observado que la administracion de altas dosis
de corticoesteroides de manera crénica puede agravar el déficit cognitivo observado
en la EA (Joshi et al., 2012); sin embargo, en otros estudios realizados en ratones
se ha observado que la administracion de dexametasona en bajas concentraciones
y de manera aguda tiene efectos antiinflamatorios y que reduce la expresion de IL-
6 y TNF-a mediada por AB (Hui, Z., et. al.,2020).

Respecto a la AAC, algunos reportes indican que el tratamiento con esteroides
reduce la neuroinflamacién, las hemorragias recurrentes y el déficit cognitivo
caracteristicas de esta enfermedad (Previti, M. L., et. al., 2006); sin embargo, esto
aun debe ser estudiado. Por otro lado, en un modelo in vitro de AAC en el que se
utilizaron células de musculo liso cerebrovascular, el tratamiento antinflamatorio con
dexametasona no tuvo efecto sobre la acumulacion vascular de AB; sin embargo, si
redujo los procesos de inflamacion y degeneracion celular, los cuales
probablemente contribuyen a la sintomatologia observada en estas enfermedades
(Previti, M. L., et. al., 2006).
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Administracion Intranasal de Dexametasona

Actualmente la dexametasona suele ser administrada por via oral, intravenosa,
intramuscular e intraarticular (Vademecum, 2021), sin embargo, estas vias tienen
una baja eficiencia en alcanzar el cerebro, y, como se ha mencionado previamente,
altas dosis o un uso prolongado de glucocorticoides puede ocasionar una gran
variedad de efectos no deseados (Oray, M., et. al., 2016). Por ello, la alternativa de
una administracion intranasal es atractiva ademés de que cuenta con varias

ventajas que se abordaran mas adelante.

Perez-Osorio, et. al. (2021), realizaron un estudio de biodistribucion de
dexametasona en cerebros de ratones C57BL/6, administrando una dosis de 0.25
mg/kg a cada raton. Los resultados indicaron que hay una mayor y mas rapida
distribucion de dexametasona en el cerebro en regiones importantes como los
ganglios basales al utilizar la via de administracion IN en comparacion con la via V.
Por otro lado, en un modelo murino de sepsis en el cual se utilizé LPS, la
administracion IN de dexametasona control6 de manera mas eficiente la
neuroinflamacion que la administracion 1V, reduciendo la activacion de astrocitos

reactivos y los niveles de IL-6 (Meneses, G., et. al., 2017).

Estos resultados indican que la via IN pudiera ser una mejor alternativa para el
control de la neuroinflamacion en EA y AAC, potencialmente reduciendo la
sintomatologia de estas enfermedades y los efectos secundarios asociados a la

administracion sistémica y cronica de los glucocorticoides.

Via de administracion intranasal

A pesar de que la via de administracién oral es la mas usada, no siempre es la ideal
debido a la biodisponibilidad de algunos compuestos y a la accesibilidad del farmaco
al blanco terapéutico. Se han buscado otras alternativas que puedan disminuir dicho
problema, siendo la via intranasal una buena opcion (Pires, A., et. al., 2009; Bitter,
C., et. al., 2011).
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La via intranasal tiene una serie de ventajas que hacen que haya ganado el interés
en afos recientes; por ejemplo, la mucosa nasal es de facil acceso y por lo tanto,
facilita el ingreso de moléculas pequefas y grandes, es ideal para farmacos poco
estables en el tracto gastrointestinal o que se absorben poco en el intestino, el
tiempo de accién es menor, se evade el metabolismo hepético del primer paso, no
hay degradacion gastrointestinal ni toxicidad en pulmones, no es invasiva, es facil
de autoadministrar y, ademas, los dispositivos que se requieren para Su
administracion son menos costosos que los utilizados en vias invasivas (Pires, A.,
et. al., 2009; Bitter, C., et. al., 2011; Erd6, F., et. al., 2018).

En el presente trabajo, esta via de administracion es de particular interés ya que por
medio de ella es posible evadir la barrera hematoencefélica, permitiendo que el
acceso de compuestos activos en el SNC sea mas directo; otro punto muy
importante es que se evitan los efectos no deseados de la administracion sistémica
de los farmacos, en este caso de la dexametasona (Pires, A., et. al., 2009; &
Chapman, C. D., et. al., 2013). Por lo tanto, la via IN podria ser una alternativa para
el tratamiento de enfermedades del SNC.

Caracteristicas de los farmacos para la administracion intranasal

Los farmacos que sean administrados por via intranasal deben tener ciertas
caracteristicas fisicoquimicas, ya que el peso molecular, la lipofilicidad, el pKa y la

solubilidad del farmaco pueden influir en su absorcién (Pires, A., et. al., 2009).

La membrana nasal es lipofilica en su mayoria, por lo tanto, las moléculas lipofilicas
son generalmente absorbidas de manera eficiente en la cavidad nasal por medio de
mecanismos transcelulares, sobre todo si son pequefas; sin embargo, cabe
mencionar que moléculas muy lipofilicas no se disuelven facilmente en el ambiente
acuoso de la cavidad nasal, dificultando la permeabilidad. Por otro lado, las
moléculas hidrofilicas generalmente tienen una baja eficiencia de absorcion y ésta

depende fuertemente del tamafio molecular de las mismas (Pires, A., et. al., 2009).
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Por ultimo, otro factor que puede afectar la absorcion es el pKa pues éste va a
determinar si la molécula se encuentra en su forma ionizada o no ionizada
dependiendo del pH del sitio de absorcion (el epitelio nasal tiene un pH de 5.5-6.5),
siendo la fraccion no ionizada mas permeable. Conforme a la clasificacion
biofarmacéutica, los farmacos que son mejores candidatos a esta via de
administracion son los de clase |, es decir, aquellos con alta permeabilidad y
solubilidad (Pires, A., et. al., 2009; Bitter, C., et. al., 2011).

Mecanismos de administracion intranasal

Aungue existen diferencias anatomicas y prioridades entre el raton y el humano, la
nariz es un 6rgano que tiene varias funciones fisiolégicas como la respiracion, el
olfato, la humidificacién y calentamiento del aire que es aspirado, entre otras. En
cuanto a la anatomia, esta compuesta por dos cavidades simétricas divididas por el
septum nasal (Campbell, C., et. al., 2012); y, a su vez, la cavidad nasal puede
dividirse en tres regiones (Figura 7), es decir: la vestibular, la respiratoria y la
olfatoria (Pires, A., et. al., 2009; Bitter, C., et. al., 2011).

Olfactory region

Respiratory region

Highly vascularized
epithelium

Vestibule

Branches of the
trigeminal nerve

Therapeutic Delivery @ Future Science Group (2012)

Figura 7. Cavidad nasal humana (Campbell, C., et. al., 2012)
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La zona vestibular es la mas cercana a las fosas nasales, posee vellos nasales que
sirven para filtrar las particulas inhaladas, tiene muy poca superficie y, por lo tanto,
la absorcion es muy baja. La zona respiratoria comprende las paredes laterales de
las cavidades nasales, es el area con mayor superficie y estd altamente
vascularizada, ademas de que contiene células de Goblet, productoras de mucina.
Debido al gran area de superficie y a que esta muy vascularizada, en esta area se
absorben las moléculas principalmente hacia circulacion sistémica. Cabe mencionar
que esta area esta inervada por ramas del nervio trigémino, lo cual representa un

posible camino para el transporte de moléculas al SNC (Erdé, F., et. al., 2018).

Por ultimo, la regioén olfativa se localiza en la parte superior de la cavidad nasal.
Contiene neuronas sensoriales olfativas, las cuales son importantes para la
percepcion del olfato (Pires, A., et. al.,, 2009). Estas neuronas extienden sus
dendritas y axones desde la superficie del epitelio olfatorio, pasando por la lamina

cribosa, hasta el bulbo olfatorio (Campbell, C., et. al., 2012).

El transporte de moléculas de la cavidad nasal al cerebro ocurre por medio del
nervio olfatorio y el trigémino. Las moléculas, al alcanzar los origenes de los nervios
en el cerebro y en el puente de Varolio respectivamente, se dispersan por medio de
dos vias (Figura 8): intracelular y extracelular (Crowe, Tyler P., et. al., 2017. & Erdé,
F., et. al., 2018.)
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Figura 8. Transporte de farmacos al SNC via intranasal por mecanismos intracelulares y
extracelulares (Erdé, F., et. al., 2018).

En el mecanismo intracelular, se da la internalizacion de la molécula por parte de
una neurona olfativa, lo cual ocurre ya sea por pinocitosis o por endocitosis mediada
por receptores, sin embargo, debido a la amplia variedad de moléculas, es mas
probable que predomine la primera. Después, el endosoma es transportado por el
soma y a lo largo del axén al aparato de Golgi y posteriormente hacia el sitio de
proyeccion, el bulbo olfatorio. Una vez que las vesiculas alcanzan la terminal
nerviosa, el contenido es liberado por exocitosis en las células postsinapticas del
bulbo olfatorio. Este proceso puede llegar a tardar hasta 24 horas, por lo que es
poco probable que sea el mecanismo predominante en el transporte de moléculas
al SNC por via intranasal (Crowe, Tyler P., et. al., 2017).

Por otro lado, en el transporte extracelular las moléculas atraviesan el epitelio nasal
por difusion paracelular en los espacios entre las células del epitelio, permitiendo a
las moléculas pasar de la cavidad nasal a la lamina propia. A pesar de que las
uniones estrechas entre las células del epitelio pudieran representar un obstaculo,

las neuronas olfativas tienen una alta tasa de renovacion puesto que su tiempo de
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vida va de los 30 a los 60 dias y posteriormente comienzan el proceso de apoptosis.
Cuando las células epiteliales son reemplazadas, hay un retardo en la formacion de
las uniones estrechas, lo que resulta en un incremento de la permeabilidad y, por lo
tanto, permite el paso de moléculas. El farmaco puede llegar al SNC por procesos
de difusion desde la ldmina propia al espacio subaracnoideo, donde se distribuye a
otras regiones distantes del SNC. Este proceso de transporte es mucho mas rapido
que el transporte axonal que se da en la via intracelular (Crowe, Tyler P., et. al.,
2017).

En los roedores, la cavidad nasal de igual manera es una estructura con funciones
relacionadas con el sistema respiratorio y olfatorio, sin embargo, al ser animales
macrosmaticos, es decir, con el sentido del olfato muy desarrollado, tienen una
region olfatoria mas ancha y los turbinatos son mas complejos. (Alvites, R. D., et.
al., 2018). Sin embargo, a pesar de las diferencias entre especies, la via de
administracion intranasal permite el transporte de farmacos desde la cavidad nasal

al SNC tanto en humanos como en roedores (Figura 9).

(A) (B)

Olfactory pathway

Olfactory pathway

Figura 9. Cavidad nasal humana (A) y murina (B). Se muestran las zonas de la cavidad
nasal, asi como los nervios trigéminos y olfatorios que median el paso de las moléculas al
Sistema Nervioso Central. OE: Epitelio olfatorio; RE: epitelio respiratorio (Génger, S., &
Schindowski, K, 2018).
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Modelos animales de la patologia de EA

En las dltimas décadas, se han desarrollado diversos modelos murinos de EA y
AAC, los cuales mimetizan ciertas caracteristicas relevantes de estas patologias. A
pesar de que estos modelos no pueden mimetizar por completo la enfermedad,
constituyen una herramienta importante en la investigacion puesto que permiten un
mayor entendimiento de los mecanismos moleculares implicados e incluso ayudan
al desarrollo de nuevas terapias; sin embargo, una desventaja es que a pesar de
que mas del 97% de los casos de EA son de origen esporadico, los modelos
animales que existen actualmente han sido creados mediante la induccion de

mutaciones encontradas en la EA de tipo familiar (Foidl, B. M., & Humpel, C., 2020).

En el presente trabajo se utilizé un modelo transgénico, el Tg-SwDlI, el cual contiene
un transgen compuesto por el cDNA de APP humana con las siguientes mutaciones:

la doble mutacion Swedish, la Dutch y la lowa (Figura 10).

B71L Swedish

-670N
-693Q Dutch
-694N lowa

la Ib I SwDIABPP 770 v
cDNA

Figura 10. Esquema de la construccion del modelo Tg-SwDI (Davis, J., Xu, et. al., 2004).

La doble mutante Swedish, se encuentra adyacente al sitio de anclaje de la B-

secretasa en APP, y consiste en la sustitucion de dos aminoacidos, lisina y

37| Pagina



metionina por asparagina y leucina (APP KM670/671NL). Esta mutacion ha sido
encontrada en pacientes con Alzheimer de tipo familiar y, en cuanto a su efecto
bioldgico, se ha observado que incrementa la produccion y secrecion de ABaoy ABa4z2,
ya que se induce un cambio conformacional que ocasiona que la B-secretasa tenga

un aumento en su actividad (Alzforum, 2022).

Las mutaciones Dutch (APP E22Q) y lowa (APP D23N), han sido encontradas en
pacientes con AAC de tipo familiar. Se ha observado que las mutaciones en APP
que se encuentran sobre los residuos 21-23 de AR, provocan la acumulacion de A
en vasculatura cerebral; en el caso de las mutaciones Dutch y lowa, probablemente
se deba a la pérdida de la carga negativa del Acido Glutamico de la posicién 22 y
del Acido Aspartico de la posicién 23 respectivamente, haciendo que los péptidos
generados sean mas fibrilogénicos y patogénicos (Davis, J., et, al., 2004; Alzforum,
2022).

En este modelo, los niveles de expresion de APP de humano son menores a los de
APP enddgena de raton; sin embargo, aun asi, se desarrolla la acumulacion de AB
en cerebro con alta tendencia a acumularse en microvasculatura, siendo las
regiones del subiculo y del tAdlamo las mas afectadas. Esta deposicion se desarrolla
a partir de los 6 meses con potenciales hemorragias a los 12 meses. Asimismo, los
depdsitos amiloides vasculares son fibrilares, lo cual es consistente con la
naturaleza de los depdsitos de AR cerebrovasculares encontrados en personas con
las mutaciones Dutch o lowa. Por otro lado, también se observa acumulacién
amiloide en zonas contiguas a vasos sanguineos, predominantemente en la fisura

hipocampal (Davis, J., et, al., 2004).

En cuanto a los agregados amiloides parenquimales, estos se empiezan a observar
a los 3 meses de edad, principalmente en el subiculo, hipocampo y corteza,
mientras que a los 6 meses se extienden hasta regiones como el bulbo olfatorio y el
talamo. Contrario a los depoésitos vasculares, los depésitos amiloides en
parénquima suelen ser difusos, lo cual de igual manera concuerda con lo
encontrado en cerebros de personas con las mutaciones involucradas (Davis, J., et,
al., 2004).
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Antecedentes

Previamente en el laboratorio se realizé un estudio longitudinal de la expresion de
Iba-1 en microglia de ratones Tg-SwDI. Esto es de interés debido a que Iba-1 es
una molécula regulada a la alza por la microglia cuando estd activada, lo cual
sucede en un ambiente inflamatorio como el de la EA y del modelo transgénico con

el que se trabaja en el presente estudio.

Los resultados obtenidos muestran que hay un pico en la expresion de lba-1 a los
6 meses de edad; dicho antecedente fue tomando en cuenta para la eleccién de la
edad de los ratones en la cual se realizarian los analisis del presente estudio, pues

permitiria saber si el tratamiento con dexametasona tiene algun efecto preventivo.

Planteamiento del problema

Se sabe que una de las caracteristicas de la EA y la AAC es la neuroinflamacion
cronica, la cual puede ocasionar dafio neuronal y muerte celular, siendo la microglia
una de las células que participan en este proceso. Por otro lado, aunque los
glucocorticoides son potentes antiinflamatorios, su uso en enfermedades del SNC
ha sido limitado, en parte por la gran cantidad de efectos adversos que ocasiona su
uso sistémico y cronico. Por lo tanto, es de interés estudiar si existe un efecto de la
dexametasona, administrada por via intranasal, en la activacion de la microglia; ya
gue, como ha demostrado ser una via de facil acceso al SNC, se espera que se

requieran menores dosis y se disminuyan los efectos adversos.
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Hipotesis

La administracion intranasal de dexametasona disminuira la neuroinflamacion en
ratones Tg-SwDI y, por lo tanto, se observara una menor expresion de lba-1 en

microglia.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion intranasal de una dosis mensual de
dexametasona en ratones Tg-SwDI de 3 meses, hasta los 6 meses, sobre la
microglia reactiva mediante la cuantificacion de Iba-1, lo cual sera un indicativo

indirecto del efecto del farmaco sobre la neuroinflamacion.

Objetivos particulares

1. Evaluar la expresién de Iba-1 en cerebros de ratones Tg-SwDI tratados con

dexametasona Yy tratados con solucion salina.

2. Evaluar si existe una asociacion entre Iba-1 y la presencia de agregados
amiloides en cerebros de ratones Tg-SwDI tratados con dexametasona y tratados

con solucién salina.
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Ratones

En este estudio se utilizaron ratones transgénicos homocigotos Tg-SwDI (APP con
las mutaciones Swedish K670N/M671L, Dutch E693Q y lowa D694N) de 3 meses
con un fondo genético C57BL/6. Esta cepa fue adquirida en The Jackson Laboratory
y los ratones se mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM en condiciones controladas de temperatura, humedad y
ciclos de luz y oscuridad (12/12). Asimismo, todos los ratones fueron sacrificados
cumpliendo los lineamientos de bioética correspondientes. Unicamente se

emplearon hembras en este estudio.

Habituacion a la manipulacién de ratones para la administraciéon Intranasal

Se empled un protocolo de habituacion a la manipulacidén de ratones con el fin de
evitar el uso de anestésicos y la generacion de estrés hacia los animales de

experimentacion.

Se inicid el protocolo colocando a cada raton en la palma de la mano del
experimentador durante 3 minutos, posteriormente se solté al ratén y se le dio un
breve momento de descanso. Después, se volvié a colocar al raton en la palma de
la mano por 3 minutos, esta vez acariciandolo, se solt6 y se le dio otro momento de
descanso. Finalmente, se colocé al raton en la palma de la mano, se pincho
suavemente la piel del lomo durante 3 minutos se le solté y se le recompensé con

una pieza de cereal dulce.

Al dia siguiente, se coloc6 a cada ratdén sobre una rejilla y se le sujeté del lomo
durante 30 segundos, luego, se le dejo libre por otros 30 segundos y se repitio este
paso una vez mas. Posteriormente se realizo un agarre intranasal que consiste en
sujetar al ratén de la cola, el pecho y la cabeza y se mantuvo en dicha posicién
durante 30 segundos, seguido de un descanso de un minuto; esto se realizd por

duplicado. Después, se hizo el agarre intranasal, esta vez incorporando la inversion
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en posicion vertical durante 30 segundos, el raton descansé 1 minuto y se repitid

una vez mas. Se le recompensoé igual que el dia anterior.

En el tercer dia de la habituacion se realiz6 en cada raton el agarre intranasal e
inversion en posicion vertical por 30 segundos, se solto al raton durante 1 minuto y
se repitid la maniobra una vez mas. Posteriormente, se realizO nuevamente el
agarre intranasal e inversion, esta vez acercando la punta de una micropipeta de
10 yL a las fosas nasales del ratbn de manera gentil y continua durante 30
segundos. Se dio 1 minuto de descanso y se repitid este paso. Finalmente, se
realizo la administracion intranasal de 5 yL de SSI en cada fosa nasal del raton. Se

recompensaron de la misma manera.

Tratamiento con Dexametasona

Se empled para los tratamientos una presentacion comercial de dexametasona Alin

Depot (CHINOIN), suspension de 4 mg/mL.

Se administraron dosis intranasales de dexametasona (250 ug/kg de peso, en 20
puL de SSI) o SSI utilizando una micropipeta, para lo cual se colocé la punta en la
fosa nasal y se liberd la suspension lentamente con el raton en posicién de agarre
intranasal e inversion vertical. Se esperé un momento y posteriormente se incorporé

al raton en la caja.

Los ratones se dividieron en dos grupos y el esquema de administracion fue el

siguiente:

Tabla 4. Esquema de administracion de los tratamientos

Grupo n TX Dosis Edad 12 Edad 22 Edad 32
(mg/kg) admin. admin. admin.
(meses) (meses) (meses)
Control 3 SSI - 3 4 5
Dexametasona 6 | DXM 0.25 3 4 5
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La dosis de dexametasona fue la misma durante las 3 administraciones; por otro

lado, todos los ratones fueron sacrificados al cumplir los 6 meses de edad.

Obtencion de tejidos

Los ratones fueron anestesiados profundamente por inhalacién de Sevofluorano
(Abbot Lab) (Figura 11). De manera inmediata se realiz6 una perfusion cardiaca
ventricular con una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) a 4°C seguido de 5
mL de PFA 4 % en PBS. Posteriormente, se extrajo el cerebro y se colocé en una
caja Petri sobre hielo, se separaron los hemisferios, se continu6 la fijacién por
inmersion en 10 mL de PFA al 4 % en PBS por 24 h a 4°C. Después de la fijacion,
se lavaron los hemisferios con PBS y se deshidrataron en soluciones de
PBS/sacarosa al 10 %, 20 % y 30 % durante 24 h, respectivamente. A continuacion,
los tejidos se mantuvieron por 24 h en una mezcla de PBS/Sacarosa 30 %: Tissue
Plus (Fisher HealthCare) (1:1). Finalmente se congelaron y se realizaron cortes
coronales en congelacién (-20 °C) de 30 um de grosor, desde -1.6 mm a -2.3 mm
de bregma usando un criostato (Kedee, KD2850).

Inmunofluorescencia

Para realizar la tincion con Iba-1 o la doble inmunotincién de Iba-1y AB (Figura 12),
se usaron cortes de cerebros de raton Tg-SwDI de 6 meses de edad (aprox. a 1.9-
2.1 de bregma) y se realizaron lavados en flotacion con TBS 1x de manera
individual. Para la exposicion de epitopos, los tejidos se incubaron en buffer de
citratos (acido citrico 0.1M, Tween 20 al 0.05 %, pH=6) a 60 °C durante 30 min, se
realizaron dos lavados con TBS 1x, y en seguida, solo para la doble inmunotincion,
se adiciono acido férmico al 80 % durante 3 min. Posteriormente estos ultimos
tejidos se lavaron con TBS 1x sin incubacion, y se realizé un segundo lavado en
agitaciéon con TBS 1x por 5 min a temperatura ambiente (TA). Se llevé a cabo la

permeabilizacion, incubando con TBS A (TBS 1x, Triton al 0.1 %) por 15 min a TA
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en agitacion, y el bloqueo con TBS B (TBS A, BSA al 2 %) por 20 min a TA en
agitacion. Después, se incubaron los tejidos con los anticuerpos primarios (Tabla 5)
en diluyente de anticuerpos (TBS A, Suero Normal de Cabra al 5 %) a 4 °C durante
toda la noche en agitacion. Se realizaron los lavados con TBS 1x, TBS Ay TBS B,
cada uno durante 5 min en agitacién. Se adicionaron los anticuerpos secundarios
en diluyente de anticuerpos y se incubaron los tejidos durante 1.5 h en agitacion a
TA en obscuridad. Se lavaron nuevamente los tejidos con TBS 1x, TBS Ay TBS B
y se inmovilizaron en un portaobjetos, se agregé medio de montaje VectaShield con
DAPI (Vector Labs), se coloc6 un cubreobjetos y se sell6 con barniz.

Se incluyeron controles negativos en el analisis para verificar la especificidad de los
anticuerpos primarios, para lo cual se incubaron los tejidos correspondientes

Unicamente con los anticuerpos secundarios, el resto del tratamiento fue el mismo.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunofluorescencia.

Marcador Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Iba-1 Ac monoclonal de conejo  1gG de cabra anti-IgG de
anti-lba 1 conejo /AF 594
1:800 1:500
(Wako, Japdn) (Invitrogen, Waltham,
MA)
AB Ac monoclonal de ratén IgG de cabra anti-lgG1
6E10 de raton/AF 488
1:1500 1:250
(BioLegend, San Diego, (Invitrogen, Waltham,
CA) MA)

Finalmente, se observaron las preparaciones en un microscopio de epifluorescencia
Nikon Modelo i5 y las fotos fueron tomadas con una camara Olimpus DP71
utilizando el Software DP Controller 3.2.1.276.
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El analisis de imagen se realiz6 por medio del software ImageJ, en el cual se
selecciono la regién de interés (CA1l, giro dentado o talamo) y se obtuvo el valor
denominado como IntDen, el cual es el producto del area por la intensidad de

fluorescencia promedio y con dicho pardmetro se realiz6 la cuantificacion.

Anélisis estadistico

Se utilizé la prueba Mann Whitney para determinar la existencia o no, de diferencias
significativas (p<0.05) ya que la distribucién de datos no es normal. Los analisis

estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism version 8.

Resultados

Evaluacion de la expresion de Iba-1 en microglia de ratones Tg-SwDI
tratados con dexametasona v tratados con solucion salina.

Con la finalidad de evaluar la expresion de Iba-1 en microglia, se realizaron ensayos
de inmunofluorescencia utilizando cerebros de ratones Tg-SwDI tratados
previamente con dexametasona o con SSI. Se tomaron cortes coronales de -2.155
a -2.480 mm del bregma (Figura 13). Las regiones seleccionadas para dicho andlisis
fueron hipocampo, especificamente CAl y giro dentado (Figura 14), asi como el

talamo.
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Hipocampo

Talamo

Figura 13. Imagenes representativas de los cortes coronales de -2.155 mm a -2.480 mm
del bregma de cerebros de ratones Tg-SwDI utilizados en los experimentos. Se muestra en
azul la tincion de nucleos con DAPI. La escala es de 2.0 mm.

Figura 14. Regiones estudiadas del hipocampo. Del lado izquierdo se muestra la referencia
del Allen Mouse Brain Atlas y del lado derecho la imagen representativa del corte coronal
de cerebro de ratén Tg-SwDI de 6 meses de edad, a -2.255 del bregma a una escala de 2.0
mm. Se muestra en azul la tincién de nucleos con DAPI. Se delimitan en lineas blancas las
zonas tomadas como GD y CAl para posteriores andlisis. GD: Giro dentado. Modificado
de Allen Mouse Brain Atlas.

47 |Pagina



Como se ha mencionado en el apartado de métodos, en esta tincidén se utiliz6 como
anticuerpo primario un anticuerpo anti-lba-1 producido en conejo y como anticuerpo
secundario se utilizé anti-IgG de conejo AF594, por lo cual se observa el marcaje
de Iba-1 en rojo. Por otro lado, en azul se observa la tincion de nucleos ya que el
medio de montaje utilizado contiene DAPI. En el control negativo (no mostrado), que
fue incubado Unicamente con el anticuerpo secundario, no se observo fluorescencia
por lo que confirma la especificidad del anticuerpo anti-lbal. A continuacion, se
muestran imagenes representativas de lo observado en las diferentes regiones

cerebrales analizadas.

Control

Dexametasona

Figura 15. Imégenes representativas de CA1 de ratones Tg-SwDI que recibieron tres dosis
intranasales de dexametasona (0.25 mg/Kg) o de solucién salina isoténica, cada una a los
3, 4y 5 meses de edad. Se muestra la tincion de Iba-1 en rojo. La escala es de 500 ym.
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Control

Dexametasona

Figura 16. Imagenes representativas del giro dentado de ratones Tg-SwDI que recibieron
tres dosis intranasales de dexametasona (0.25 mg/Kg) o de solucion salina isoténica, cada
una a los 3, 4 y 5 meses de edad. Se muestra la tincion de Iba-1 en rojo. La escala es de

500 um.

Control

Dexametasona

Figura 17. Imagenes representativas del talamo de ratones Tg-SwDI que recibieron tres
dosis intranasales de dexametasona (0.25 mg/Kg) o de solucién salina isoténica, cada una
alos 3, 4 y 5 meses de edad Se muestra la tincién de Iba-1 en rojo. La escala es de 500

um.
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En las Figuras 15, 16 y 17, se observa que la expresion de Iba-1 es muy parecida
entre los ratones que recibieron el tratamiento con dexametasona y los ratones
control. Para corroborar dicha informacién, se cuantifico la expresion de Iba-1 en las
regiones de interés mediante el software Image-J, mientras que el analisis
estadistico para determinar la existencia o no de diferencias significativas se realiz6
mediante una prueba de Mann Whitney (p<0.05) utilizando el software GraphPad
Prism 8.0. Como se puede observar en la Figura 18, ninguna de las regiones
analizadas (CA1l1, giro dentado y tadlamo) mostro diferencias significativas al
comparar los ratones que recibieron el tratamiento de dexametasona y los ratones
control.

Control DXM

Hipocampo

Talamo

CA1 Giro Dentado Talamo
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Figura 18. Cuantificacion de la expresion de Iba-1 en microglia de ratones Tg-SwDI que
recibieron tres dosis intranasales de dexametasona o de solucion salina isotonica. Se
muestran imagenes representativas del hipocampo y del tdlamo a una escala de 2.0 mm, a
partir de las cuales se cuantificaron las tres regiones por separado: CAl, giro dentado y
tdlamo. No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los casos. Se muestran
los promedios + DE. Para el analisis estadistico se realiz6 una prueba de Mann Whitney
(p<0.05) mediante el software GraphPad Prism 8.0.
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Evaluacion cualitativa de la asociacion entre la microglia positiva a Iba-
1 con la presencia de agregados amiloides.

Con la finalidad de evaluar de manera cualitativa si existe o no una asociacion entre
la microglia que expresa Iba-1y la presencia de agregados amiloides, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia utilizando cerebros de ratones Tg-SwDI tratados
con dexametasona y con solucion salina. De igual manera, se tomaron cortes
coronales de -2.155 a -2.480 mm del bregma y las regiones seleccionadas fueron

CAl, giro dentado y tdlamo.

En esta tincion se utiliz6 como anticuerpo primario un anticuerpo anti-lba-1
producido en conejo y un anticuerpo anti-Ap producido en ratbn y como anticuerpos
secundarios se utilizaron anti-IgG de conejo AF594 y anti-lgG1 de ratén AF488, por
lo cual se observa Iba-1 en rojo y AB extracelular en verde. Por otro lado, en azul se
observa la tincion de nudcleos realizado mediante la adicion de DAPI en el medio de
montaje. En el control negativo (no mostrado), que fue incubado Unicamente con
los anticuerpos secundarios, no se observé fluorescencia por lo que confirma la
especificidad de los anticuerpos anti-lbal y 6E10. A continuacién, se muestran
imagenes representativas de lo observado en las regiones cerebrales

correspondientes.
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Control Dexamtlatasona

AB Iba-1 DAPI

Merge

Figura 19. Imagenes representativas de la region CA1l del hipocampo de cerebros de
ratones Tg-SwDI tratados intranasalmente con tres dosis de dexametasona (0.25 mg/Kg) o
con solucion salina isoténica en el caso del control, cada una a los 3, 4 y 5 meses de edad.
Se muestra en azul la tincién de nucleos con DAPI, en rojo la expresion de Iba-1, en verde
ABy finalmente el merge, Las flechas blancas sefialan las zonas de colocalizacion de Iba-
1y AB. Laescala es de 500 um.
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Figura 20. Imagenes representativas del giro dentado de cerebros de ratones Tg-SwDI
tratados intranasalmente con tres dosis de dexametasona (0.25 mg/Kg) o con solucion
salina isotdnica en el caso del control, cada una a los 3, 4 y 5 meses de edad. Se muestra
en azul la tincién de nucleos con DAPI, en rojo la expresion de Iba-1, en verde AB vy
finalmente el merge. Las flechas blancas sefalan las zonas de colocalizacién de lba-1 y
AB. Laescala es de 500 um.

Control Dexametasona
! L

AB Iba-1 DAPI

Merge

Figura 21. Imagenes representativas del tdlamo de cerebros de ratones Tg-SwDI tratados
intranasalmente con tres dosis de dexametasona (0.25 mg/Kg) o con solucién salina
isotonica en el caso del control, cada una a los 3, 4 y 5 meses de edad. Se muestra en azul
la tincion de nucleos con DAPI, en rojo la expresion de Iba-1, en verde AB y finalmente el
merge. Las flechas blancas sefialan las zonas de colocalizacion de Iba-1y AB. La escala
es de 500 pm.

En las Figuras 19, 20 y 21 se observa que la asociacion entre la microglia positiva
a Iba-1 y los agregados amiloides no cambia, puesto que, tanto en los ratones
control que fueron administrados con solucion salina isoténica como en los que
recibieron el tratamiento con dexametasona, la microglia se encuentra contigua a
los agregados amiloides e incluso hay ciertas zonas en las cuales existe

colocalizaciéon de los marcadores utilizados.
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En cuanto a la cantidad de AB, pareciera que hay una disminucién de los agregados
amiloides en giro dentado y talamo, sin embargo, se necesita un analisis cuantitativo

para confirmar esta observacion.

Discusion

De acuerdo con la OMS, actualmente existen 55 millones de personas con
demencia en el mundo, ademés de que se estima que la incidencia anual es de 10
millones, de los cuales la EA representa alrededor del 60% y 70% de los casos.
Debido a que la poblacion naturalmente esta bajo un proceso de envejecimiento y
a que la expectativa de vida del ser humano ha aumentado, es importante estudiar
este tipo de enfermedades, pues su desarrollo es complejo y su entendimiento
pudiera resultar en un mejoramiento de las herramientas de deteccion y de las
estrategias terapéuticas, teniendo un impacto positivo en la calidad de vida de las

personas que las padecen.

La EA y la AAC se caracterizan por la deposicion de AB en parénquima y en
vasculatura cerebral respectivamente, y a menudo coexisten, probablemente por el
papel patogénico que tiene AR en ambas enfermedades. La acumulaciéon amiloide
va acompafiada de neuroinflamacion, la cual, si bien en un inicio es una respuesta
protectora, al volverse crénica contribuye al dafio en el tejido y a la sintomatologia
clinica (Greenberg, S. M., et. al., 2020).

En el presente estudio se utilizaron cerebros de ratones Tg-SwDI de 6 meses de
edad que previamente habian sido administrados por via IN con dexametasona o
SSI en el caso de los controles. Se utilizo la técnica de inmunofluorescencia para
cuantificar la expresion de Iba-1 en microglia, la cual es una proteina comunmente
utilizada como marcador de microglia activada (Shi, F. J., et. al., 2021), esto nos
permite estudiar el efecto de la dexametasona sobre el proceso inflamatorio. Dicha

expresion se evaluo en tres regiones del cerebro: CA1l, giro dentado y talamo.
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La microglia tiene un papel importante en la inflamacion al ser la poblacion de
macrofagos residentes del SNC. En la EA, la microglia se encuentra asociada a
depdsitos de AR fibrilares, mostrando un fenotipo activado; sin embargo, ain no se
sabe qué aspectos funcionales de la microglia juegan un papel benéfico o

patogénico.

Existen propuestas que sugieren que, debido a su cercania con estructuras
axonales y a su capacidad de producir citocinas neurotoxicas y especies reactivas
de oxigeno, la microglia pudiera contribuir a la formacion de neuritas distroficas
(Condello, C., et. al., 2015). Por otro lado, se ha observado que, en una etapa
temprana de la enfermedad, la microglia se asocia alrededor de las placas
amiloides, formando una barrera protectora entre los depésitos de AB y los procesos
neuronales. La proximidad fisica de los procesos de la microglia que se entrelazan
con las fibrillas amiloides en crecimiento provoca que estas se compacten y evita
su polimerizacidn y expansion a otras zonas del cerebro; sin embargo, conforme la
enfermedad avanza, la microglia pierde su actividad fagocitica, por lo que no
funciona adecuadamente y contribuye a los procesos inflamatorios que ocasionan
dafio en el tejido y que favorecen aun mas la progresion de la enfermedad
(Condello, C., et. al., 2015; Bohlen, C. J., 2019).

Previamente en el laboratorio se realizé un estudio longitudinal de la expresién de
Iba-1 en microglia de ratones Tg-SwDI, en el cual se determind que hay un pico en
la expresion de esta proteina a los 6 meses, mientras que a los 9 meses disminuye.
Este antecedente se tom6 en cuenta para la eleccion del esquema de
administracion del tratamiento y para la edad en la cual se sacrificarian los ratones.
En cuanto al esquema de administracion, el objetivo fue realizar una exposicion
aguda al farmaco, por lo que se realizaron administraciones intranasales a los 3, 4
y 5 meses de edad utilizando una dosis de 0.25 mg/kg, la cual fue utilizada
anteriormente por Pérez-Osorio, et. al.,, 2021 en su estudio de biodistribucion de
dexametasona por administracion IN. Asimismo, se opto por sacrificar a los ratones
y efectuar los andlisis correspondientes a los 6 meses de edad ya que, de esta

manera, se puede evaluar si la administracion de dexametasona previa a los 6
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meses, en este caso iniciando el tratamiento los 3 meses de edad, puede disminuir
el pico de expresion de Iba-1, lo cual se traduciria en una disminucién de la microglia

activada.

Los corticoesteroides son potentes antiinflamatorios, sin embargo, su uso en
enfermedades del SNC no ha sido ampliamente explorado debido a que la
administracion sistémica de dosis altas en periodos agudos, o de manera cronica,
provoca la aparicion de una gran variedad de efectos adversos; ademas, la
eficiencia con la que llegan al cerebro es muy baja puesto que los farmacos dirigidos
al SNC deben atravesar la barrera hematoencefalica (Beeri, M. S., et. al., 2012).
Debido a ello, la administracion intranasal de glucocorticoides pudiera ser una
alternativa interesante en el tratamiento de la EA y otras enfermedades del SNC, ya
que ademds de tener diversas ventajas, permite la llegada directa del farmaco al
cerebro por medio de los nervios trigémino y olfatorio, evadiendo la BHE. Esto a su
vez permite que la llegada de los glucocorticoides sea mas rapida, eficiente y
también se evitarian los efectos adversos observados en otras vias de

administracion (Pérez-Osorio, I. N., 2021).

Contrario a lo esperado, no se observé una disminucion de la expresion de Iba-1 en
microglia de ratones tratados con dexametasona en comparacion con los controles
en ninguna de las regiones evaluadas. En la Figura 18, se puede observar tanto en
las imagenes representativas como en la grafica, que en el tdlamo hay una ligera
disminucién de la expresion de Iba-1; sin embargo, al realizar la cuantificacion, ésta

no es significativa.

En el andlisis de biodistribucion de dexametasona administrada por via IN en
cerebros de ratones realizado por Pérez-Osorio, et. al., 2021, se reporta que la
dexametasona se distribuye en regiones que comprenden desde 3.92 mm hasta
-2.80 mm del bregma, lo cual incluye las regiones evaluadas en este estudio;
también se menciona que la dexametasona se distribuye principalmente en las
regiones 1.34, 0.62 y -0.22 mm del bregma. Seria interesante entonces realizar un
analisis que confirme la presencia de la dexametasona en el cerebro de los ratones

Tg-SwDI tras el tratamiento.
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En cuanto a la falta de diferencias significativas, seria recomendable hacer un
analisis mas robusto utilizando otros marcadores de activacion de microglia, ya que
ademas de ser un proceso complejo, se ha descrito que existen diferentes fenotipos
de microglia activada, en los cuales la expresion de genes es distinta (Rawlinson,
C., et. al.,, 2020 & Davis, B. M., et. al., 2017). De acuerdo con los resultados
obtenidos, probablemente Iba-1 no esté implicada en el mecanismo inducido por la
dexametasona, sin embargo, un analisis mas completo que incluya otros
marcadores permitird determinar qué vias 0 mecanismos pudieran estar
involucrados y cémo es que contribuyen a la disminucion de la neuroinflamacion.
Adicionalmente, la medicidn de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en los
cerebros de los ratones tras el tratamiento, podrian completar este estudio y asi,
tener una mejor idea del efecto de la dexametasona administrada por via intranasal

sobre microglia en el modelo Tg-SwDI.

En un estudio in vitro realizado por Park, M. J., et. al., 2019, los autores concluyen
que el tratamiento de microglia de rata con dexametasona induce un fenotipo
parecido al de la microglia senescente, ya que presenta un cambio en la morfologia,
una disminucion de la capacidad de produccion de citocinas tanto proinflamatorias
como antiinflamatorias, asi como una disminucion de la actividad fagocitica (Park,
M. J., et. al., 2019). Debido a la naturaleza de los glucocorticoides, estos tienen una
enorme variedad de efectos sobre el cerebro, y, en particular, las células del
hipocampo expresan altos niveles de receptores de glucocorticoides, los cuales, en
una respuesta temprana a estrés, previenen la muerte neuronal en el giro dentado,
mejoran la plasticidad sinaptica, entre otros efectos. Sin embargo, los efectos de los
glucocorticoides ante una exposicion cronica no son antiinflamatorios y de hecho
exacerban algunos aspectos de la inflamacioén, teniendo efectos nocivos que son
producto de la alta ocupacién de los receptores de glucocorticoides, por ejemplo, la
alteracion de la cognicion y la plasticidad sinaptica e inhibicidon de la neurogénesis
(Sorrells, S. F., & Sapolsky, R. M. 2007). A su vez, esto explicaria por qué los
glucocorticoides no han tenido la respuesta esperada en el tratamiento de
condiciones como accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intracerebral y

aneurisma subaracnoideo (Park, M. J., et. al., 2019).
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Este antecedente remarca la necesidad de incluir la cuantificacion de mas
marcadores y citocinas con el objetivo de analizar el efecto de la dexametasona
sobre la microglia y determinar si realmente pudiera ser benéfico en enfermedades

del SNC, en este caso concretamente de la EA 'y la AAC.

Adicionalmente, se utilizo la técnica de doble inmunofluorescencia para evaluar de
manera cualitativa la asociacién, si es que existe, de la microglia activada y la
presencia de AB en CAl, giro dentado y tdlamo en cerebros de ratones Tg-SwDI
tras la administracion intranasal de dexametasona. En las Figuras 19, 20 y 21 se
puede observar que la asociacidon entre los marcadores de interés no cambia, ya
gue tanto en los ratones control como en los del grupo de dexametasona, la
microglia activada se encuentra contigua a los depdsitos de A e incluso hay puntos
de colocalizacion; ademds, pareciera que hay una disminucién de las placas
amiloides tanto en la region del giro dentado como del tAlamo, sin embargo, no se

puede afirmar que esta es significativa sin un analisis cuantitativo.

Actualmente las terapias para la EA son predominantemente dirigidas hacia AR con
el objetivo de reducir ya sea su produccion, reducir la carga amiloide en placas o
promover su eliminacién; sin embargo, no han tenido el efecto esperado en las fases
clinicas, probablemente debido a que en las etapas de la enfermedad en la que
éstas se han aplicado, la amiloidosis ya esta muy avanzada (Yiannopoulou, K. G.,
& Papageorgiou, S. G., 2020). Si bien se ha propuesto que entonces su aplicacion
sea en etapas mas tempranas, el diagnostico de la EA es complicado puesto que
es una enfermedad que se desarrolla hasta 20 o 30 afios antes del inicio de los
primeros sintomas (Foidl, B. M. & Humpel, C., 2020); por ello, es importante estudiar
otras alternativas para la terapéutica, como es la neuroinflamacion, y observar si

esto también induce cambios sobre AR.
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Conclusiones

La administracion intranasal de dosis de 0.25 mg/kg de dexametasona a los 3, 4y
5 meses de edad no tuvo efecto sobre la expresion de Iba-1 en microglia de ratones

Tg-SwDI de 6 meses de edad.
Ademas, no hay cambios en la distribucion de la microglia activada respecto a AB.

Se observo una tendencia en disminuciéon de las placas amiloides en los ratones
tratados con dexametasona en giro dentado y talamo, sin embargo, se requeriria un
andlisis cuantitativo para determinar si esta diferencia es significativa. Para

completar el estudio, se necesitan experimentos con mas animales.

Perspectivas
Se incluyen propuestas de los proximos pasos a realizar en la presente

investigacion:

e Determinacion de la presencia de dexametasona en cerebros de ratones
Tg-SwDl tras la administracién intranasal del farmaco.

e Medicion de la expresion de otros marcadores de microglia reactiva.

e Medicion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en cerebros de
ratones Tg-SwDI previamente tratados con dexametasona o SSI.

e Cuantificacion de AB en los ratones tratados con dexametasona y ratones
control para evaluar si hay diferencias significativas.
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